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1 Zusammenfassung 
 
Eine Reihe experimenteller und klinischer Studien der letzten Jahre konnte nachwei-
sen, dass Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) sowohl die Sepsis-induzierte Or-
gandysfunktion und Sterblichkeit, als auch den Ischämie-Reperfusionsschaden (I/R) von 
Herz und Gehirn signifikant reduzieren kann. Das Ziel der vorliegenden Studie war zu klären, 
inwieweit G-CSF auch den I/R-Schaden der Leber beeinflusst, und ob diese Protektion über 
eine Reduktion der postischämischen Mikrozirkulationsstörung vermittelt wird. 
An weiblichen, mit Pentobarbital (50 mg/kg KG) narkotisierten Sprague Dawley Rat-
ten wurde nach Laparotomie eine 90 min selektive Ischämie des linken Leberlappens durch-
geführt. Die Mikrozirkulation der Leber wurde mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie zu 
Ausgangsbedingungen, sowie direkt nach Ischämie und nach 90 min Reperfusion unter-
sucht. G-CSF (50 µg/kg KG) wurde 16 h, sowie 1 h vor Ischämie oder 1 h vor Reperfusion 
des linken Leberlappens verabreicht. I/R-Kontrolltiere erhielten ein vergleichbares Volumen 
an NaCl. Sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen. Einer weiteren 
Gruppe wurde Nitrogen Mustard (1,75 mg/kg KG) injiziert. Der mikrovaskuläre Reperfusi-
onsschaden wurde anhand des sinusoidalen Perfusionsversagens und der intrahepatischen 
Leukozytenrekrutierung quantitativ analysiert. Der Leberparenchymschaden wurde durch 
Bestimmung der hepatozellulären Apoptose, der Gallesekretion, der Plasmakonzentration 
von ALT und AST, sowie anhand histomorphologischer und proteinbiochemischer Analysen 
quantifiziert. 
I/R bewirkte ein signifikantes sinusoidales Perfusionsversagen und eine massive si-
nusoidale Leukostase. Des Weiteren war I/R mit einem deutlichen Anstieg der venulären 
Leukozytenadhäsion und der hepatozellulären Apoptose assoziiert.  
Die Injektion von G-CSF 16 h vor Ischämie reduzierte das I/R-induzierte sinusoidale Perfusi-
onsversagen. Weiterhin führte G-CSF 16 h vor Ischämie zur verstärkten sinusoidalen Leu-
kostase, wohingegen die venuäre Leukozytenadhäsion und Plasmakonzetrationen hepati-
scher Enzyme unbeeinflusst blieben. Die hepatozelluläre Apoptoserate wurde reduziert. Die 
histomorphologischen Untersuchungen wiesen eine verminderte zytoplasmatische Grob-
scholligkeit und sinusoidale Kongestion nach. 
G-CSF 1 h vor Ischämie bewirkte eine Reduktion des sinusoidalen Perfusionsversa-
gens und eine Zunahme der venulären Leukozytenadhäsion. Keinen Effekt hatte die Gabe 
von G-CSF 1 h vor Ischämie auf die sinusoidale Leukostase, wohingegen die Anzahl hepa-
tozellulärer Apoptosen reduziert wurde und die Plasmakonzentrationen von AST und ALT 
anstiegen. Histomorphologisch war eine Reduktion der sinusoidalen Kongestion nachweis-
bar. Die Applikation von G-CSF 1 h vor Reperfusion bewirkte eine signifikante Reduktion des 
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sinusoidalen Perfusionsversgens, sowie eine deutliche Abnahme der sinusoidalen Leukosta-
se, als auch der venulären Leukozytenadhäsion. Keinen Einfluss zeigte G-CSF 1 h vor Re-
perfusion auf das Ausmaß der hepatozellulären Apoptose, bewirkte allerdings eine signifi-
kante Reduktion der Plasmakonzentration von AST und ALT als Indikatoren für nekrotischen 
Zelltod. Die quantitative Analyse der Gallesekretion zeigte, dass die I/R-bedingte Reduktion 
der Gallesekretion durch G-CSF wieder hergestellt werden konnte. Die histomorphologische 
Untersuchung zeigte nach G-CSF Behandlung eine Reduktion von Kongestion, zytoplasma-
tischer Grobscholligkeit und hepatozellulärer Vakuolisierung.  
Die Vorbehandlung der Versuchstiere mit Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie zur 
Leukozytendepletion hatte keine protektiven Auswirkungen auf den Ischämie-
Reperfusionsschaden, sondern führte zu einer Verschlechterung des Reperfusionsschadens.  
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass der mikrovaskuläre und parenchymatöse 
Reperfusionsschaden der Leber durch die Gabe von G-CSF 1 h vor Reperfusion signifikant 
reduziert werden kann. Damit könnte die Applikation von G-CSF 1 h vor Freigabe der Reper-
fusion eine neue Therapiestrategie zu Verhinderung des postischämischen Reperfusions-
syndroms sein. 
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2 Abstract 
 
Microvascular hepatic reperfusion injury and post-ischemic organ dysfunction are the 
main causes for mortality and morbidity after hepatic ischemia. The objective of the present 
in vivo study was to investigate beneficial effects of G-CSF on microvascular and parenchy-
mal hepatic ischemia-reperfusion injury.  
Pentobarbital sodium anesthetized (50 mg/kg bw) female Sprague Dawley rats (220-
280 g) were laparotomized. Subsequently, warm ischemia of the left liver lobe was induced 
for 90 min, followed by 90 min of reperfusion. Hepatic microcirculation was analyzed after I/R 
by means of intravital fluorescence microscopy. Animals were injected intravenously with 50  
µg/kg bw G-CSF either 16 h or 1 h before ischemia or 1 h before reperfusion, or an equiva-
lent volume of 0.9% NaCl. Sham-operated animals served as non-ischemic controls. For 
investigation of the impact of leukocyte depletion on I/R injury, additional rats received 1.75 
mg/kg bw nitrogen mustard 48 h before ischemia. 
I/R caused significant sinusoidal perfusion failure as well as massive sinusoidal leu-
kostasis, venular leukocyte adhesion and hepatocellular apoptosis. 
Injection of G-CSF 16 h before ischemia reduced sinusoidal perfusion failure and in-
creased sinusoidal leukostasis. Venular leukocyte adhesion and plasma hepatic enzyme 
activities remained unchanged. Hepatocellular apoptosis decreased. Histomorphological 
analysis showed a reduction of I/R-induced parenchymal damage. G-CSF 1 h before ische-
mia caused a reduction of sinusoidal perfusion failure and hepatocellular apoptosis and in-
creased venular leukocyte adhesion. Sinusoidal leukostasis remained unaffected. AST and 
ALT plasma activities were increased by G-CSF 1 h before ischemia and sinusoidal conge- 
stion was diminished. Application of G-CSF 1 h before reperfusion significantly reduced sinu-
soidal perfusion failure and caused a marked reduction of sinusoidal leukostasis and venular 
leukocyte adhesion. Hepatocellular apoptosis remained unaffected. Bile secretion was found 
significantly restored upon treatment by G-CSF 1 h before reperfusion. Histomorphological 
analysis revealed a marked reduction of the I/R-induced hepatocellular damage which was 
associated with a significant attenuation of plasma AST and ALT activities.  
The application of nitrogen mustard 48 h before ischemia was not capable of prevent-
ing hepatocellular damage, but rather aggravated I/R-induced liver injury.  
Our results demonstrate for the first time that G-CSF reduces hepatic microvascular 
injury after warm I/R and prevents cellular disintegration. Therefore, G-CSF may represent a 
novel approach to prevent I/R-induced liver injury.  
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3 Einleitung 
 
3.1 Ischämie und Reperfusion 
 
Die Ischämie von Organen und die  darauf folgender Wiederherstellung der Durchblu-
tung ist in der heutigen chirurgischen Therapie ein weit verbreitetes Verfahren. Die Unterbre-
chung der Durchblutung ist bei einer Vielzahl leberchirurgischer Eingriffe notwendig, wie z.B. 
bei der Behandlung des Lebertraumas oder bei der Resektion intrahepatischer Tumoren 
[HUGUET et al.,1992a; DELVA et al., 1989]. 
Als Mittel der Wahl zur Sicherung der Perfusionsunterbrechung und zur Vermeidung 
größerer Blutverluste gilt auch heute noch das 1908 von J.H. Pringle zum ersten Mal be-
schriebene „Pringle-Manöver“. Hierbei wird das ligamentum hepatoduodenale abgeklemmt, 
die arterielle und portalvenöse Versorgung der Leber kommt zum Erliegen. Der Operateur 
erhält ein blutungsarmes und gut überblickbares Arbeitsgebiet [BELGHITI et al., 1999]. Ne-
ben der lokalen Ischämie zeigen auch systemische Blutdruckabfälle im Rahmen von 
Schockzuständen bei Volumenmangel [CORSO et al., 1999; HAMANO et al., 1993], bei kar-
diogenem Schock [NUNES et al., 1970] und bei Sepsis [CHAUDRY et al., 1979; TOWN-
SEND et al., 1986] eine für die Organfunktion bedeutsame Reduktion der Perfusion vital es-
sentiell notwendiger Organe. Die Folgen der Unterbrechung der Leberdurchblutung mit an-
schließender Wiederherstellung der Blutversorgung sind Organschäden auf zellulärer Ebene, 
die eine Dysfunktion mit Ausfall der entgiftenden [HASSELGREN, 1987] und exkretorischen 
Leistungen [BOWERS et al., 1987] der Leber zur Folge haben. Dies verursacht eine einge-
schränkte Funktion von Lebertransplantaten [HENDERSON,1999] und erhöht massiv die 
Sterblichkeit von Patienten mit Multiorganversagen [MARSHALL et al., 1988]. 
 
 
3.2 Ischämie 
 
Der Ausfall der Blutversorgung und des aeroben Metabolismus in einem Gewebe 
führt im Organismus zu wesentlich ineffektiveren anaeroben Stoffwechselvorgängen. Die 
Folge ist der Abfall des intrazellulären ATP-Gehalts, da die Zelle nicht mehr in der Lage ist, 
den Energiebedarf ihrer Enzyme zu decken [BOUTILIER, 2001]. In der Folge kommt die 
membranständige Na+/K+-ATPase zum Erliegen, die bis zu 80% der zellulären Energiege-
winnung benötigt [BOUTILIER, 2001]. Das Membranpotential bricht zusammen und Natrium, 
Calcium und Wasser strömen entlang des osmotischem Gradienten in die Zellen [DE 
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GREEF et al., 1998]. Das intrazelluläre Calcium aktiviert calciumabhängige Enzyme 
(Phospholipasen und Proteasen), welche ihrerseits die Degradation von Membran-
Phospholipiden induzieren und die Zelldepolarisation beschleunigen [STEIMLE et al., 1992]. 
In den Mitochondrien findet sich während der Ischämie eine Umkehr der Aktivität der 
F1F0ATP-Synthetase: unter Verbrauch von ATP pumpt diese zur Aufrechterhaltung des mi-
tochondrialen Membranpotentials H+-Ionen in den intermembranösen Spalt [BOUTILIER, 
2001] und beschleunigt den Abfall energiereicher Phosphate in der Zelle [DI LISA et al., 
1998]. Der Abbau von ATP zu AMP führt zu einer Akkumulation von Adenosin, das durch 
den Sauerstoffmangel nicht wieder phosphoryliert wird und dem Purinbasenabbau zugeführt 
wird [KHANDOGA, 2002]. Als Folge dieser intrazellulären Mechanismen schwellen Paren-
chym- und Endothelzellen unkontrolliert an [HOCHACHKA, 1986; CLEMENS et al., 1985; 
SILVER, 1977] und engen damit angrenzende versorgende Kapillaren ein [MAZZONI et al., 
1990], was letzlich den nekrotischen Zelltod zur Folge hat. Dieses beeinträchtigt bei Wieder-
aufnahme der Perfusion aufgrund der Widerstandserhöhung im kapillären Endstomgebiet die 
suffiziente Blutversorgung des ischämischen Gewebes [MENGER et al., 1992], was durch 
die verlängerte Hypoxiezeit einen irreversiblen Gewebeschaden zur Folge haben kann 
[MENGER et al., 1989; MENGER et al., 1991a]. Das Resultat dieser durch Ischä-
mie/Reperfusion im Gewebe induzierten Mechanismen wurde als „no-reflow“- Phänomen 
beschrieben [MENGER at al., 1992a]. 
 
 
3.3 Reperfusion 
 
Das Wiedereinsetzen der Perfusion bewahrt noch intakte Parenchymverbände vor 
dem nekrotischen Zelltod, setzt aber auch weitere Schädigungsmechanismen in Gang, die 
sich im kapillären Perfusionsversagen, in der Adhäsion von Thrombozyten und Leukozyten 
und somit in der Induktion einer Entzündungsreaktion manifestieren [TERAMOTO et al., 
1993]. 
Während der Reoxygenierung konvertiert die Xantindeydrogenase, die unter ischämi-
schen Bedingungen im mikrovaskulären Endothel mit Beteiligung der Kofaktoren p38, MAPK 
und der Caseinkinase II phosphoryliert wird [KAYYALI et al., 2001], zur Oxidase, was im 
Rahmen der Metabolisierung von Hypoxanthin zu einer vermehrten Produktion von H2O2 und 
Sauerstoffradikalen (O2-) führt [PARKS und GRANGER, 1986; DE GREEF et al., 1998]. 
Wasserstoffperoxid hemmt die membranständige Na+/K+-ATPase, was in der Folge die os-
motische Regulation der Zellen erschwert. Folgen sind weiteres Anschwellen der Zellen, die 
Ausbildung von Vakuolen im Zytoplasma und letzlich die Zytolyse [KAKO et al., 1988]. Durch 
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die Applikation von freien-Radikal-Fängern wie Superoxiddismutase, oder die Hemmung der 
Xantinoxidase mittels Allopurinol, kann eine signifikante Reduktion des Gewebeschadens auf 
mikrovaskulärer Ebene erzielt werden [GRANGER et al., 1989; PERLER et al., 1990], was 
die zentrale Bedeutung der Radikale in der Pathogenese des zellulären Schadens beweist. 
Als bedeutender Faktor der Gewebsschädigung während der frühen Phase der Re-
perfusion wurden die Kupfferzellen identifiziert [JAESCHKE und FARHOOD, 1991; 
JAESCHKE et al., 1992]. Kupfferzellen sind gewebsständige Makrophagen der Leber, die 
durch Hypoxie aktiviert werden und Sauerstoffradikale und Zytokine freisetzen [SERRACI-
NO-INGLOTT et al., 2001]. Sauerstoffradikale und Zytokine tragen maßgeblich zum kapillä-
ren Perfusionversagen und der Adhäsion von Granulozyten bei [DECKER 1990; CLEMENS 
et al., 1997; JAESCHKE et al., 1996; WANNER et al., 1996 ]. Weiterhin aktivieren die gebil-
deten O2--Radikale redox-sensitive Transkriptionsfaktoren, wie NF-κB und AP-1 in Endothel-
zellen und Hepatozyten [BAEUERLE und HENKEL, 1994; ESSANI et al., 1996] und induzie-
ren somit die Transkription entzündungfördernder Gene [BELL et al., 1997]. Die zentrale 
Bedeutung von Kupfferzellen für die Induktion des parenchymatösen Reperfusionsschadens 
konnte durch Hemmung beziehungsweise der Aktivierung der Kupfferzellen nachgewiesen 
werden. Die Applikation von Gadoliniumchlorid, das die Kupfferzell-Aktivität unterdrückt, führ-
te zur Reduktion des Reperfusionsschadens [SERRACINO-INGLOTT et al., 2001]. Die Gabe 
von Latexpartikel während der Reperfusionsphase zur Aktivitätssteigerung [SERRACINO-
INGLOTT et al., 2001] führte zur verstärkten Schädigung des Lebergewebes [SHIRATORI et 
al., 1994]. Nach Aktivierung der Kupfferzellen durch Retinol konnte zudem eine erhöhte 
Plasmakonzentration von Glutathiondisulfid als Ausdruck des gesteigerten oxidativen Stres-
ses während der Reperfusion nachgewiesen werden, während nach Kupfferzellinaktivierung 
mit Gadoliniumchlorid die Glutathiondisulfidkonzentration im Plasma signifikant reduziert war 
[JAESCHKE und FARHOOD, 1991]. 
Die Bedeutung von Stickstoffmonoxid (NO) in der Pathogenese des Reperfusions-    
schadens wird kontrovers diskutiert. NO wird durch die induzierbare Isoform der Stickstoff-
oxid-Synthetase (iNOS) und die endotheliale Stickstoffoxid-Synthetase (eNOS) gebildet. Er-
stere kommt in der Leber ubiquitär vor, letztere wird nur von sinusoidalen Endothelzellen 
exprimiert [ZHANG et al., 1997]. Beide Enzyme werden durch Hypoxämie induziert [LI und 
JACKSON, 2002]. NO einerseits ist ein potenter Vasodilatator, der durch Zellmembranen 
diffundieren kann [JAESCHKE 2003] und intrazellulär cGMP-abhängige Kaskaden aktiviert. 
Das cGMP reguliert als second Messenger die Aktivität spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle, 
was zur Reduktion des intrazellulären Ca2+ führt. Die Folgen sind Relaxation glatter Muskel-
zellen und Vasodilatation [SAENZ DE TEJADA, 2002; BURNETT 2006]. Die gefäßerweitern-
den Eigenschaften antagonisieren die Wirkung des vasokonstriktorischen Endothelins, das 
während der Reperfusion freigesetzt wird [GOTO et al., 1994; NAKAMURA et al., 1995]. 
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Versuche mit Gabe von NOS-Inhibitoren zeigten eine verminderte Leberperfusion und somit 
einen verstärkten Leberschaden nach Ischämie und Reperfusion [HARBRECHT et al., 1995; 
WANG et al., 1995]. 
Auf der anderen Seite trägt Stickstoffmonoxid auch zur Zellschädigung bei [LI und 
JACKSON, 2002]. NO reagiert spontan mit gleichzeitig gebildetem O2- zu Peroxynitrit (OO-
NO-) [LI und JACKSON, 2002; SQUADRITO et al., 1998]. Das hochreaktive OONO- führt zur 
Nitrifizierung und Inaktivierung der Prostacyclin (PGI2)- Synthetase. Die Akkumulation von 
Prostaglandin H2 (PGH2) [LI und JACKSON, 2002] verursacht Vasospasmen, Thrombozy-
tenaggregation und Thrombusbildung durch die Stimulation des Thromboxan-Rezeptors 
A2(TXA2)/PGH2 [ZOU und BACHSCHMID, 1999]. Darüber hinaus haben erhöhte NO-
Konzentrationen selbst zytotoxische Effekte [KIM und KIM, 1998]. NO interagiert mit intrazel-
lulären und mitochondrialen Enzymen und hemmt die Zellatmung durch die Bindung an den 
Cytochrom-Oxidase-Komplex [LI und JACKSON, 2002]. Die Produktion von NO erfolgt durch 
mehrere Isoenzyme (NO-Synthasen). Die Hauptvertreter sind die endotheliale NO-Synthase 
(eNOS) und die induzierbare NO-Synthase (iNOS). Die iNOS wird in verschiedenen Zellty-
pen Zytokin-vermittelt induziert, zum Beispiel im Rahmen der Sepsis oder Endotoxämie [AL-
DERTON et al., 2001; PARRATT, 1998]. 
Die von Kupfferzellen freigesetzten Zytokine, wie z.B. Tumornekrosefaktor (TNF)-α 
und Interleukin (IL)-1 induzieren und unterhalten die Entzündungsreaktion, die kritisch zum 
Organschaden und -dysfunktion beiträgt [FONG et al., 1990; COLLETTI et al., 1990; SUZU-
KI und TOLEDO-PEREYRA, 1994; THORNTON et al., 1990; WANNER et al., 1996]. TNF-α 
und IL-1 induzieren die Expression von endothelialen Adhäsionsmolekülen, die die Interakti-
on von Leukozyten mit dem sinusoidalen Endothel vermitteln und zu einer leukozytären Ak-
kumulation führen [POBER 1998]. Über die Induktion von Protein-78 wirkt TNF-α zudem 
chemotaktisch und aktivierend auf die rekrutierten neutrophilen Granulozyten [COLLETTI et 
al., 1996a] und induziert die Produktion von Superoxidradikalen in Kupfferzellen [SHIBUYA 
et al., 1998]. Darüber hinaus induziert TNF-α apoptotischen Zelltod [LEIST et al., 1994]. IL-1 
vermittelt die Produktion von TNF-α in den Kupfferzellen und vermehrt die Radikalbildung in 
Neutrophilen [SHIRASUGI et al., 1997; SHITO et al., 1997]. Beide Mediatoren stimulieren die 
Rekrutierung von T-Lymphozyten, die ebenfalls pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-β 
und Interferon (IFN)-γ produzieren und durch Sezernierung von Granulocyte colony-
stimulating Factor (G-CSF) zur Akkumulation der Leukozyten während der frühen Reperfusi-
onsphase beitragen [JAESCHKE 2003; ZWACKA et al., 1997]. Durch die verstärkte Expres-
sion von Mac-1-Molekülen auf der Zelloberfläche der Neutrophilen kommt es zur vermehrten 
Adhärenz und Akkumulation von Leukozyten in der hepatischen Mikrozirkulation [BAJT et al., 
2001; WITTHAUT et al., 1994]. Die Plasmakonzentrationen von TNF-α und IL-1 steigen nach 
Beginn der Reperfusion an [SUZUKI und TOLEDO-PEREYRA, 1994]. Die Reduktion des 
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Reperfusionsschadens durch die Antagonisierung dieser Zytokine wurde in mehreren Stu-
dien nachgewiesen [SHIRASUGI et al., 1997; THORNTON et al., 1990]. 
Die Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten ist für die Manifestation des frühen 
Reperfusionsschadens von entscheidender Bedeutung [JAESCHKE et al., 1990] und wird in 
der Lebermikrozirkulation maßgeblich durch Selektine vermittelt [KUBES et al., 2002]. Diese 
werden auf dem Endothel von Sinusoiden und postsinusoidalen Venulen [VOLLMAR et al., 
1994a] exprimiert und interagieren mit den komplementären Rezeptoren der Leukozyten 
[GRANGER et al., 1994]. Auch Leukozyten und Thrombozyten sind zur Selektinexpresssion 
in der Lage (L-und P-Selektine) [LAWRENCE et al.,1991; CARLOS und HARLAN, 1994]. Die 
anschließende Aktivierung von leukozytären β1- und β2-Integrinen und die erhöhte Präsen-
tation von ICAM-1 und VCAM-1 auf der Endotheloberfläche führt dann zur Adhäsion und 
Extravasation der weißen Blutkörperchen und schlussendlich zur Migration in das umliegen-
de Gewebe [GRANGER et al., 1994].  
Die venulären Endothelzellen mobilisieren P-Selektine aus „Weibel-Palade“-
Körperchen, während sinusoidale Endothelzellen kein präformiertes P-Selektin speichern 
[JAESCHKE 1997]. Durch die vaskuläre Schädigung während der Reperfusion kommt es 
zum Zusammenbruch der Endothelzellbarriere und die Leukozyten haben direkten Zugang 
zu den Hepatozyten [CALDWELL-KENKEL et al., 1991; FISHER et al., 1997; McKEOWN et 
al., 1988]. Die Interaktion der Mac-1-Membranmoleküle mit β2-Integrinen während der Adhä-
sion führt zur Degranulation mit Freisetzung von Proteasen, die direkt hepatozytotoxisch 
wirken [MAVIER et al., 1988; LI et al., 1993]. Über die NADPH-Oxidase produzieren aktivier-
te Leukozyten Radikale, die das umliegende Gewebe zusätzlich oxidativem Stress ausset-
zen [LENTSCH et al., 2000]. Die Ansammlung von Leukozyten in den Sinusoiden, das soge-
nannte „plugging“, velangsamt den Blutfluss durch die Gefäße, bringt ihn jedoch nicht durch 
Okklusion der Sinusoide zum Erliegen [VOLLMAR et al., 1996b]. Demnach konnte kein 
Nachweis der Korrelation zwischen Anzahl der Leukozyten, postischämischem Gewebe-
schaden, oxidativem Stress [JAESCHKE et al., 1990] und kapillärem „no-reflow“ [VOLLMAR 
et al., 1996b] erbracht werden. Die intravasale Akkumulation von Leukozyten ist vielmehr 
Folge der organspezifischen Mikroarchitektur. Der schmale periportale Durchmesser der 
Sinusoide, die Tortuosität des Blutflusses, das fenestrierte Endothel und die Aktivierung von 
Kupffer- und Itozellen resultieren in einem zonalen Gradienten des Leukozytenfließverhal-
tens mit vermehrten Endothelkontakten im periportalen und midzonalen Gewebe, verglichen 
mit perizentralen Abschnitten [VOLLMAR et al., 1996b]. Durch die geringe Verformbarkeit 
der Leukozyten wird der Durchfluss beeinträchtigt [LICHTMAN, 1990]. An Gefäßbifurkatio-
nen, die besonders periportal schmaler sind als das eigentliche Gefäß, kommt es zur Stag-
nation von Leukozyten, da die Sinusoide Stauungseffekten nicht durch Erweiterung des 
Durchmessers entgegentreten können [VOLLMAR et al., 1996b]. Somit ist der Reperfusi-
Einleitung 
12 
onsschaden die Folge der Interaktion von Leukozyten, Kupfferzellen, Zytokinen und anderen 
Mediatoren. Für die Gewebeschädigung nach Wiederherstellung der Perfusion, bestehend 
aus kapillärem Perfusionsversagen, Fortschreiten der Entzündungsreaktion, Gewebsunter-
gang und Zelltod, wurde der Terminus „reflow paradox“ geprägt [MENGER et al., 1992b]. 
 
 
3.4 Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) 
 
G-CSF ist ein polypeptidischer Wachstumsfaktor, der die Produktion von neutrophilen 
Granulozyten reguliert. Dieser physiologische Prozess ist Teil der Grundlage des Immunsys-
tems eines Organismus. So bildet ein erwachsener Mensch ungefähr 120 Milliarden Granu-
lozyten am Tag nur um den physiologischen Verlust zu decken.  
In immunulogischen Stresssituationen kann die Produktionskapazität leicht auf das 
Zehnfache ansteigen. Neben der proliferativen und entzündungsmodulierenden Aktivität re-
guliert G-CSF auch Funktionen und Verteilung von Neutrophilen und Progenitorzellen im 
Organismus [DEMETRI et al., 1991].  
Die Identifizierung von Wachstumsfaktoren gelang nach der Etablierung von Zellkul-
tur-assays für hämatopoetische Progenitorzellen durch Metcalf, Sachs und Mitarbeiter [DE-
METRI et al., 1991] Mitte der 1960er Jahre. Diese Versuche zeigten die Abhängigkeit von 
Überleben, Proliferation und Differenzierung hämatogenetischer Progenitorzellen von der 
Anwesenheit humoraler Faktoren, die „colony-stimulating activity“ genannt wurden [DE-
METRI et al., 1991]. In weiteren Studien wurde G-CSF zuerst als Differenzierungsfaktor   
identifiziert und erhielt den Namen „granulocyte-macrophage differentiation factor (GM-DF)“ 
[BURGESS und METCALF, 1980; METCALF, 1980]. 1983 beschrieben Nicola et al. die bio-
chemischen Charakteristika von murinem G-CSF an Mäusen [NICOLA et al., 1983]. G-CSF 
ist ein hydrophobes Glycoprotein mit einem molekularen Gewicht von 24-25 kDa, das zur 
Hälfte aus Neuraminsäure besteht und für die biologische Aktivität eine interne Disulfid-    
brücke benötigt. Nach der Identifikation des murinen G-CSF folgte die Entdeckung eines 
menschlichen Moleküls mit äquivalenten Eigenschaften. Pluripoietin und CSF-β, zwei zuvor 
beschriebene Mediatoren, erwiesen sich als identisch zu G-CSF [STRIFE et al., 1987; DE-
METRI und GRIFFIN, 1991]. 1986 gelangen Souza et al. die Klonierung von humanes G-
CSF codierender cDNA aus einer cDNA-Bibliothek [SOUZA et al., 1986]. Als Genlocus wur-
de Chromosom 17q11-22 identifiziert [DEMETRI und GRIFFIN, 1991]. Dies unterscheidet G-
CSF von anderen menschlichen hämatopoetischen Wachstumsfaktoren wie GM-CSF, IL-3, 
IL-4 oder IL-5, welche auf dem langen Arm von Chromosom 5 codiert sind [NICOLA, 1989]. 
Die Organisation des G-CSF-Gens im Genom besteht aus insgesamt fünf Exons über eine 
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Länge von 2500 Basenpaaren [DEMETRI und GRIFFIN, 1991]. Die Sekundärstruktur von G-
CSF besteht zu zwei Dritteln aus Alphahelices und zu circa einem Fünftel aus Beta-
Faltblattstrukturen. Die Tertiärstruktur zeigt deutliche Parallelen zu IL-6, bis hin zu gleich po-
sitionierten Disulfidbrücken zwischen den Proteinsträngen, was die Hypothese der Entste-
hung beider Genen durch Genduplikation mit anschließender unterschiedlicher Entwicklung 
untermauert [DEMETRI und GRIFFIN, 1991]. Die Regulation der Expression von G-CSF 
erfolgt  durch transkriptionale und posttranskriptionale Mechanismen [TANIGUCHI 1988]. 
Transkribierte G-CSF mRNA, die von Monozyten, Fibroblasten und Mesenchymzellen, gebil-
det wird, hat in der Regel eine Halbwertzeit von circa 15 Minuten [KOEFFLER et al., 1988; 
ERNST et al., 1989; DEMETRI et al., 1990]. Nach Auftreten verschiedener Stimulantien wie 
IL-1 oder TNF-α, deren Konzentrationen bei einer Entzündungsreaktion ansteigen, gewinnt 
die mRNA an Stabilität [ERNST et al., 1989] und akkumuliert im Zytoplasma. Ursächlich hier-
für wird die Interaktion dieser Mediatoren mit  RNAsen vermutet, die spezielle Instabilität 
verursachende Sequenzen im G-CSF-Transkript binden [SHAW und KAMEN, 1986; BAGBY 
et al.1988]. Der Einfluss von Protoonkogenen und Onkogenen auf diese Regulationsprozes-
se ist noch nicht vollständig verstanden. So finden sich diese mRNA-Instabilität verursa-
chenden Sequenzen auch in Protoonkogenen [DEMETRI und GRIFFIN, 1991] und Mutatio-
nen im ras-Onkogen können mit verstärkter Stabilität des G-CSF mRNA-Transskripts ein-
hergehen [DEMETRI et al., 1990].  
Die Anzahl der G-CSF-Rezeptoren auf der Plasmamembranoberfläche neutrophiler 
Granulozyten steigt mit dem Reifungsgrad der Zellen [DEMETRI und GRIFFIN, 1991]. Mo-
nozyten sind befähigt, G-CSF in geringem Maße zu binden [NICOLA und METCALF, 1985]. 
Die Zellen der erythropoetischen und der megakaryozytischen Stammzelllinie bilden keine 
Rezeptoren aus. Menschliche Neutrophile besitzen ein Spektrum von 700 bis 1500 Rezepto-
ren pro Zelle [NICOLA et al., 1986]. Jeder Rezeptor mit einem Molekulargewicht von 100-
150 Kilodalton [FUKUNAGA et al., 1990a] besteht entweder aus 759 oder 812 Aminosäuren 
[LARSEN et al., 1990]. Davon unabhängig bindet der Rezeptor G-CSF mit zwei unterschied-
lichen Affinitäten. In oligomerischer Form mehrerer Kopien des Rezeptorproteins zeigt dieser 
eine hohe Bindungsaffinität, in der monomerischen Form lediglich eine mittlere Bindungsaffi-
nität [FUKUNAGA et al., 1990a]. Die Zahl der Rezeptoren aus der Zelloberfläche wird nach 
vorangegangener Exposition mit G-CSF, GM-CSF und Entzündungsmediatoren wie TNF-α 
verringert [NICOLA et al., 1986; ELBAZ et al., 1991]. Nach Aktivierung des G-CSF-
Rezeptors, der selbst keine Tyrosinkinaseaktivität besitzt [DEMETRI und GRIFFIN, 1991; DE 
FIGUEIREDO et al., 2004], kommt es zur Freisetzung von Arachnoidonsäure aus Zell-
membranphospholipiden, zur Aktivierung von Phospholipasen [DEMETRI und GRIFFIN, 
1991] und Aktivierung von Transkriptionsproteinen (STAT1, STAT3 und STAT 5) [DE FI-
GUEIREDO et al., 2004]. Die Konzentration von intazellulärem cAMP steigt rapide an [MAT-
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SUDA et al., 1989]. G-CSF hat synergistische hämatopoetische Wirkung mit anderen Zytoki-
nen. Die Gabe von rekombinantem humanem G-CSF stimuliert die Granulopoese und erhöht 
die Zahl der Neutrophilen im Blut [COHEN et al., 1987], was mit der Erhöhung der Zellzahl 
im Knochenmark und der Anzahl der Progenitorzellen einhergeht [DEMETRI und GRIFFIN, 
1991]. Des Weiteren verstärkt G-CSF bei nachfolgender Exposition eines chemotaktischen 
Stimulus die Effektorfunktionen von reifen Neutrophilen, indem es die Zellen zur Superoxid-
produktion veranlasst [KITAGAWA et al.,1987 YUO et al., 1990]. Die Morphologie der zirku-
lierenden Neutrophilen ändert sich in Folge der G-CSF-Exposition. Das Resultat ist eine mä-
ßige Linksverschiebung im Differentialblutbild und die Bildung von Dohle-Körperchen und 
zytotoxischer Granula [GABRILOVE et al., 1988a; 1988b]. Weitere Wirkungen von G-CSF 
sind die Stimulation der Antikörper-abhängigen zellulären Zytotoxizität [LOPEZ et al., 1983] 
und die in vitro-Induktion der Expression und Sekretion von INF-α durch neutrophile Granu-
lozyten [SHIRAFUJI et al., 1990]. 
Neben den bekannten hämatopoietischen Effekten konnten in neueren Studien auch 
anti-inflammatorische Effekte von G-CSF nachgewiesen werden [BUSCH et al., 2004]. Die 
klinische Anwendung von G-CSF beschränkt sich nicht nur auf die Therapie hämatologischer 
Grunderkrankungen [OTTMANN et al., 2007], wobei jedoch die hämatopoietischen Wirkun-
gen des Stammzellfaktors im Vordergrund stehen. Die Therapie mit G-CSF umfaßt heute 
auch die Behandlung ischämisch-infarzierter Organe wie Herz [HASEGAWA et al., 2006] 
oder Hirn [YANQING et al., 2006], wodurch die Regeneration betroffener Gewebe verbessert 
wird. Des Weiteren konnte eine entzündungshemmende Wirkung der Vorbehandlung mit G-
CSF bei Sepsis nachgewiesen werden [BUSCH et al., 2004]. Die Freisetzung von TNF-α und 
IL-6 sanken um über 80%, die von IL-1β um mehr als die Hälfte. Ebenso wurde die Produkti-
on beider Mediatoren in den Kupfferzellen signifikant reduziert [BUSCH et al., 2004]. Hierbei 
zeigt die G-CSF-Vorbehandlung keine unmittelbaren Effekte  auf die Makrophagen, sondern 
wirkt als negatives Feedbacksignal auf die Makrophagen-abhängige TNF-α-Produktion 
[GORGEN et al., 1992]. Am Herzen hat G-CSF durch die Phosphorylierung von Signalkas-
kaden wie Akt, ERK und Jak2 protektive Einflüsse auf das Myokard [UEDA et al., 2006]. Die 
Aktivierung von signal transducer and activator of transcription-3 (STAT3) führt zur vermehr-
ten Bildung antiapoptotischer Proteine [HARADA et al., 2005]. Bei ischämischer Infarzierung 
schützt G-CSF das Herz auch durch nicht-genomische Effekte. Die Produktion von Stick-
stoffmonoxid steigt in reperfundierten Organen durch Phosphorylierung der endothelialen 
NO-Synthetase (eNOS) signifikant an und die Infarktgröße wird reduziert [UEDA et al., 
2006]. Die myokardiale Regeneration nach einem Infarkt wird durch die Abräumung nekroti-
schen Gewebes durch mobilisierte Neutrophile und Makrophagen [MINATOGUCHI et al., 
2004] und die Einwanderung von Stammzellen aus dem Knochenmark beschleunigt [ORLIC 
et al., 2001]. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen bewirkt die Applikation von G-CSF 
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nach ischämischem Hirninfarkt eine Halbierung des Infarktvolumens bei vermehrter Expres-
sion von STAT3 und damit einen signifikanten neuroprotektiven Effekt [SCHABITZ et al., 
2003]. Im Rahmen der durch Endotoxämie ausgelösten Leberschädigung konnte durch die 
Gabe von G-CSF der hepatozelluläre Schaden reduziert werden. G-CSF führte hierbei zur 
Reduktion der Transkripte von CINC-Genen und verringerte dadurch den durch Leukozyten 
vermittelten Parenchymschaden [VOLLMAR et al., 1998]. 
 
 
3.5 Nitrogen Mustard 
 
Nitrogen Mustard ist eine alkylierende Substanz mit anti-neoplastischen Eigenschaf-
ten [VARGAS et al., 2000]. In den 1960er und 70er Jahren wurde Nitrogen Mustard zur The-
rapie von Lymphomen [MUBASHIR et al., 1973; VAN SCOTT und KALMANSON, 1973] und 
zur Immunsuppression [DILLARD et al.,1973] eingesetzt.  
Nitrogen Mustard, auch als Mechlorethamin bezeichnet, wurde bei verschiedenen 
neoplastischen Erkrankungen, wie Hodgkin Lymphom, Leukämie, Lymphosarkom, Mycosis 
fungoides, Bronchialkarzinom und anderen metastasierenden Tumoren, als Monotherapie 
oder Bestandteil einer Kombinationstherapie eingesetzt. Da jedoch Nitrogen Mustard seiner-
seits stark kanzerogen wirkt, löst es je nach Applikationsart im Tierversuch unterschiedliche 
Tumore aus [SUBSTANCE PROFILES, 1985] und wurde durch andere Chemotherapeutika 
in der Tumorbehandlung ersetzt. Heute steht die topische Anwendung von Nitrogen Mustard 
bei kutanen Lymphomen im Vordergrund [PIELOP et al., 2003]. 
Nitrogen Mustard zeigt nach systemischer Applikation anti-mitotische Wirkungen. Es 
hat starke elektrophile Eigenschaften und bildet kovalente Bindungen mit verschiedenen 
nukleophilen Molekülen aus. Die zytotoxische Eigenschaften erklären sich aus der Alkylie-
rung von DNA. Als bifunktionales alkylierndes Agens mit zwei 2-Chlorethyl-Seitenketten bil-
det es mit Guanin-Resten der DNA kovalente Bindungen aus [KIM, 2003]. In der Folge resul-
tieren nach Aufnahme in die Zelle Schäden an der DNA, RNA und Proteinen und schluss-
endlich der Zelltod [PANASCI et al., 2002]. Des Weiteren vermutet man die Modulation von 
Immunmechanismen und die Interaktion mit der Keratinozyten-Langerhans-Zell-T-Zell-Achse 
bei topischer Anwendung [KIM, 2003]. Nitrogen Mustard ist extrem toxisch und während der 
Behandlung treten unerwünschte Nebenwirkungen neurologischer, dermatologischer und 
hepatologischer Art auf. Es verursacht Übelkeit, Erbrechen und Schäden am Immunsystem 
durch Knochenmarksdepression mit Panzytopenie und Hämorrhagie [REYNOLDS et al., 
1993].  
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4. Ziel der Studie 
 
Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung, ob und in wie weit G-CSF bezie-
hungsweise Nitrogen Mustard den mikrovaskulären und parenchymatösen Reperfusions-
schaden der Leber reduziert. 
Dazu wurde nach Applikation von G-CSF der durch Ischämie und Reperfusion indu-
zierte Leberschaden anhand intravitalmikroskopischer Parameter wie sinusoidales Perfusi-
onsversagen, intrahepatischer Leukozytenakkumulation und Kupfferzellaktivität analysiert. 
Bestimmung der Galleexkretion und hepatozellulärer Enzyme im Plasma ermöglichten die 
Quantifizierung von Leberfunktion und –integrität.  
Histomorphologische Untersuchungen des Lebergewebes erlaubten die Beurteilung 
des I/R-induzierten Reperfusionsschadens auf das Leberparenchym. Das Ausmaß der I/R 
begleitende Inflammationsreaktion wurde durch Messung von Entzündungsmediatoren be-
stimmt. Mit Hilfe proteinbiochemische Analysen wurden I/R-induzierte Veränderungen der 
Expression von hepatozellulären Proteinen quantifiziert.  
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5 Material und Methoden 
 
5.1 Versuchstiere 
 
Sämtliche Versuche wurden an weiblichen Sprague-Dawley Ratten mit einem Kör-
pergewicht (KG) von 220-280 g durchgeführt. Die Tiere entstammten einer Zucht (Charles 
River, Sulzfeld, Deutschland) und wurden bei einem 12-stündigen Tag-Nachtrhythmus in 
einem klimatisierten Raum (22-24 °C, ca. 60 % relat ive Luftfeuchtigkeit) der Versuchstierhal-
tung des Instituts für Klinisch-Experimentelle Chirurgie, Universität des Saarlandes, Hom-
burg/Saar (Tierschutzbeauftragte Frau Dr. med. vet. M. Frings) gehalten. Wasser und Stan-
dardlaborfutter (Altromin, Lage, Deutschland) waren ad libitum bereitgestellt. Alle Tierversu-
che wurden nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetztes durchgeführt und 
waren durch die lokale Tierschutzbehörde, dem Landratsamt der Stadt Homburg/Saar ge-
nehmigt. 
 
 
5.2 Modell 
 
5.2.1 Anästhesie und chirurgische Präparation 
 
Die Tiere wurden mit Pentobarbital (50 mg/kg KG i.p., Narcoren, Merial, Deutschland) 
anästhesiert. Nach Rasur von Hals- und Bauchregion (Electra GH 204, Aesculap, Tuttlingen, 
Deutschland) wurden die Tiere in Rückenlage auf dem Operationstisch mit integrierter Heiz-
platte (Fa. Effenberger, München, Deutschland) fixiert. Eine Temperatursonde erlaubte durch 
Rücksteuerung zur Heizplatte eine Konstanthaltung der Körpertemperatur zwischen 36 °C 
und 37 °C. Nach medianer Hautschnittführung und der  stumpfen Präparation durch die 
Halsmuskellogen erfolgte die Darstellung der Trachea. Die darauffolgend durchgeführte Tra-
cheotomie mit Einlage eines Polyäthylenkatheters (Portex Polythene Tubing, Innendurch-
messer 1,67 mm, Außendurchmesser 2,42 mm, Portex LTD., Hythe, Kent, GB) in die Luft-
röhre erleichterte die Spontanatmung der Versuchstiere. 
Im Anschluss daran erfolgte die Präparation und Freilegung der Arteria carotis com-
munis sinistra und der Vena jugularis dextra. Beide Gefäße wurden mit Seidenfäden ange-
schlungen und nach Inzision wurden Polyäthylenkatheter (PE-50, Innendurchmesser 0,58 
mm, Außendurchmesser 0,96 mm, Portex LTD., GB) im Gefäßlumen platziert und mit den 
vorgelegten Fäden fixiert. Der Katheter in der Arterie wurde über einen Dreiwegehahn mit 
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einem Druckabnehmer (Statham Typ P23 ID, Gould INC., Oxnard, California, USA) zur Er-
mittlung von Herzfrequenz und mittlerem arteriellen Blutdruck verbunden. Des Weiteren 
diente der arterielle Katheter zur Blutentnahme für Blutgasanalyse und Blutbildbestimmung 
sowie zur Applikation von Latexpartikeln. An den venösen Katheter wurde ein weiterer Drei-
wegehahn angeschlossen, der zur Volumensubstitution, zum Ausgleich der Perspiratio in-
sensibilis (NaCl 0,9% 3 ml/h) und der Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen und G-CSF 
diente.  
Der operative Zugang zur Leber erfolgte durch mediane Laparatomie, die entstehen-
den Bauchwandlappen wurden cranialwärts mit an Magneten befestigten Haken fixiert. Die 
Blutstillung geschah mittels bipolarem Elektrokauter (Bipolator 50 F.L. Fischer).  
Nach Durchtrennung der Haltebänder der Leber zum Zwerchfell und Retroperitoneum 
erfolgte die Darstellung und Kanülierung des Ductus choledochus (PE-50). Zur Vermeidung 
von Austrocknung und Abkühlung der Baucheingeweide wurde das komplette Intestinum mit 
feuchten Mullkompressen abgedeckt und regelmäßig mit 37 °C warmer Kochsalzlösung 
(B.Braun) superfundiert. 
Zum Schutz der Leber vor Austrocknung und Oxidation wurde diese während der chi-
rurgischen Präparation mit Sauerstoff-impermeabler Folie abgedeckt und ebenfalls mit 37 °C 
warmer Kochsalzlösung regelmäßig benetzt. 
 
 
5.2.2 Ischämie und Reperfusion (I/R) der Leber 
 
Die Ischämie des linken Leberlappens wurde nach Abklemmen des Pedikels des lin-
ken Leberlappens mit Hilfe eines Gefäßclips (Yasargil-Clip, Verschlusskraft 0,39-0,49 N, 
Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) herbeigeführt. Bei korrekter Positionierung des Clips 
blasste der gesamte linke Leberlappen sofort ab, der Stillstand der Perfusion wurde des Wei-
teren intravitalmikroskopisch kontrolliert.  
Die Reperfusion der Leber wurde nach 90 Minuten Ischämie durch Wiedereröffnen 
und Entfernen des Gefäßclips eingeleitet.  
 
 
5.2.3 Mikrozirkulationsmodell der Leber 
 
Zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation wurden 
die Tiere um 45° in ihrer Längsachse nach links gen eigt. Auf dem Operationstisch wurde der 
linke Leberlappen um 180° um den Gefäßstil rotiert und auf einem mit Knetmasse anmode-
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lierten Magnetstativ gelagert. Die Verstellbarkeit des Stativs in drei Ebenen erlaubte die hori-
zontale Positionierung des linken Leberlappens und die Verringerung der Atembewegungen 
in der Fokusebene des Mikroskops. Der Leberlappen wurde hiernach mit 37 °C warmer 
0,9%iger Kochsalzlösung superfundiert und mit einem Deckglas (24 x 32 mm) abgedeckt. 
Mit dieser Art der Auslagerung war durch die Intravitalmikroskopie die Visualisierung einer 
Fläche von etwa 2 x 3 cm möglich. Dies entspricht morphologisch einem Äquivalent von cir-
ca 2000 Leberazini. 
 
 
5.2.4 Vorbehandlung 
 
Zur Untersuchung der Effekte von G-CSF auf die Leber erhielten die Versuchstiere 
eine Dosis von 50 µg/kg KG zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten, entweder 16 h bzw. 1 h 
vor Ischämie oder 1 h vor Reperfusion. 
Die Depletion von Leukozyten im Blut der Versuchstiere erfolgte durch eine intrave-
nöse Bolusinjektion von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie. Das Medikament wurde vor der 
Applikation in steriler physiologischer Kochsalzlösung gelöst. Nach Präparation der Vena 
jugularis sinistra unter Ketamin-Rompun-Narkose (80 mg Ketamin/kg KG + 3,8 mg Xyla-
zin/kg KG i. p.) erfolgte die Injektion in einer Dosierung von 1,75 mg/kg KG 48 Stunden vor 
Beginn der Ischämie. Anschließend wurde die Wunde mit Nahtmaterial verschlossen. Zur 
Feststellung der Leukozytendepletion wurde den Versuchstieren vor Versuchsbeginn arteriell 
Blut entnommen und die Anzahl der Leukozyten mittels Coulter Counter Act diff (Coulter  
Electonics LTD, Luton Beds, GB) überprüft. Als obere Grenze der Zellzahl wurden weniger 
als 900 Leukozyten/µl Vollblut der Versuchstiere festgelegt.  
 
 
5.3 Untersuchungstechniken 
 
5.3.1 Makrohämodynamik 
 
Der arterielle Blutdruck wurde über einen druckstabilen Katheter (PE-50) in der Arte-
ria carotis auf einen Druckabnehmer (Statham Typ P23 ID, Gould INC., Oxnard, California, 
USA) übertragen, von Vorverstärkern aufgenommen und analog (Hellige Freiburg, Deutsch-
land) angezeigt. Die Herzfrequenz der Versuchstiere wurde anhand der arteriellen Blut-
druckamplituden über einen vorbestimmten Zeitraum ermittelt. 
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5.3.2 Intravitale Fluoreszenz-Mikroskopie 
 
Zur Visualisierung der Mikrozirkulation der Leber wurde die intravitale Fluoreszenz-
mikroskopie eingesetzt [MENGER et al., 1991b]. Diese erlaubt die Darstellung individueller 
Segmente des Gewebes und die quantitative Analyse verschiedener hämodynamischer Pa-
rameter auf mikroskopischer Ebene, sowie der Heterogenität mikrovaskulärer Flussphäno-
mene und dynamischer Prozesse. 
 
Zur Bestimmung der Ausgangsparameter („baseline“) sowie der Untersuchung der 
Mikrozirkulation nach 30 und 60 Minuten Reperfusion wurde die intravitale Fluoreszenzmik-
roskopie unter Verwendung eines modifizierten Zeiss-Axiotech Mikroskops (Zeiss Axiotech, 
Jena, Deutschland) durchgeführt [MENGER et al., 1991b; VOLLMAR et al., 1993a-c]. Als 
Lichtquelle diente eine an ein Ploemopak-Illuminator System angeschlossene 100 W Queck-
silberdampf-Lampe (HBO 100 Fluoarc, Leistungselektronik GmbH, Jena, Deutschland). Die 
in den Strahlengang eingebrachten Filterblöcke erlaubten die Trennung des Exzitations- und  
Emissionslichts. Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden mit Hilfe einer CCD-
Videokamera (FK 6990, Prospective Measurements Inc., San Diego, CA, USA) aufgezeich-
net. Diese Bilder wurden nach Zwischenschaltung eines Videozeitgenerators (VTG 33, 
FOR.A Company Ltd., Tokyo, Japan) an einen S-VHS Videorecorder (AG-7350, Panasonic, 
Ratingen, Deutschland) übertragen und auf einem Monitor (PVM-1442 QM, (diagonal: 330 
mm), Sony GmbH, München, Deutschland) wiedergegeben (Abb.1). 
Für sämtliche Aufnahmen wurde ein 20x Wasser-Immersionsobjektiv (Zeiss Ach-
roplan x20/0,75) verwendet. Es wurde hiermit eine 465fache Gesamtvergrößerung erreicht. 
 
Zur Messung der basalen Parameter wurden Natrium-Fluoreszein (2 µmol/kg KG, 
Merck, Darmstadt, Deutschland) zur Kontrastverstärkung und Rhodamin 6G (1 µmol/kg KG, 
Merck, Darmstadt, Deutschland) zur in vivo Färbung von Leukozyten intravenös injiziert. 
Nach einigen Minuten erfolgte die Aufzeichnung von 12 zufällig ausgewählten Lobuli im 
Blaulicht- (450-490/>520 nm) und Grünlichtfilter (530-560/>580 nm) für jeweils 30 Sekunden.  
Dieses Prozedere wurde nach einer Reperfusionsdauer von 30 und 60 Minuten wie-
derholt. Am Ende der 90 minütigen Reperfusion erfolgte zusätzlich eine intravenöse Injektion 
von Bisbenzimid (H33342, 2 µmol/kg KG, Sigma, Deutschland) zur intravitalen Analyse der 
hepatozellulären Apoptosen. Dazu wurden sieben zufällig ausgewählte Gesichtsfelder im 
UV-Filter (330-380/>415 nm) für 30 Sekunden aufgenommen. Anschließend wurden intraar-
teriell fluoreszenzmarkierte Latexpartikel zur in vivo-Analyse der Kupfferzell-
Phagozytoseaktivität im Bolus (3 x 108 Partikel/kg KG, Durchmessser 1,1 µm, YG plain, Po-
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lyscience Inc., Warrington, PA, USA) injiziert. Während fünf Minuten erfolgte die Aufzeich-
nung ihrer zonalen Verteilung und Adhärenz im Blaulichtfilter in zufällig ausgewählten Lobuli 
in jeweils zehn Sekunden-Intervallen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Die Versuchsan-
ordnung umfasst ein Mikroskop mit CCD-Kamera, unter das der linke Leberlappen ausgelagert ist. Die Kamera ist 
über einen Echtzeitgenerator an einen Monitor mit Videorecorder angeschlossen; RL = rechter Leberlappen, CCD 
= CCD-Videokamera, EZG = Einzelzeitgenerator, VR = S-VHS-Videorecorder. 
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5.3.3 Mikrozirkulatorische Parameter 
 
Die quantitative Analyse der intravitale Fluoreszenzmikroskopie erfolgte nach Ab-
schluss der Versuche „off-line“ an einer computergestützten Auswerteeinheit (Cap Image, 
Zeintl, Heidelberg, Deutschland). Zur Abgrenzung der aufgezeichneten Lobuli dienten opti-
mierte Schablonen, innerhalb derer folgende mikrozirkulatorische Parameter analysiert wur-
den: sinusoidaler Perfusionsausfall sowie Blutzell-Fließgeschwindigkeit in post-sinusoidalen 
Venulen. Des Weiteren wurden die Phagozytoseaktivität der Kupfferzellen, die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktionen und die Anzahl hepatozelluläre Apoptosen analysiert. 
 
 
5.3.3.1 Sinusoidales Perfusionsversagen  
 
Der Ausfall der sinusoidalen Perfusion wurde im Blaulichtfilter innerhalb der midzona-
len Zone von 12 Lobuli bestimmt. Innerhalb dieser Zone wurde die Anzahl der nicht-
perfundierten Sinusoide gezählt und mit der Anzahl aller sichtbaren Sinusoide ins Verhältnis 
gesetzt. Der Ausfall der Perfusion wurde als Anteil nicht-perfundierter Sinusoide in % aller 
sichtbaren Sinusoide angegeben (Abb. 2A). 
 
 
5.3.3.2 Venuläre Erythrozyten-Fließgeschwindigkeit  
 
Die Bestimmung der venulären Erythrozyten-Fließgeschwindigkeit erfolgte computer-
gestützt. Hierzu wurde mithilfe der line-shift Software (cap image) eine virtuelle Linie von 100 
µm innerhalb einer Venule gelegt. Innerhalb eines Zeitraumes von 10 Sekunden wurde durch 
die Software die Fließgeschwindigkeit von Erythrozyten entlang dieser Linie in mm/s erfasst 
und wiedergegeben.  
 
 
5.3.3.3 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion  
 
Die Quantifizierung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion erfolgte in 12 Lobuli in-
nerhalb der auf den Bildschirm aufgelegten Schablonen. Es wurde die Anzahl stagnierender 
Leukozyten erfasst, definiert als intrasinusoidal liegende Leukozyten, die sich über eine Beo-
bachtungszeit von 30 Sekunden nicht bewegten. Die sinusoidale Leukozyten-Stase gibt die 
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Anzahl stagnierender Leukozyten innerhalb der periportalen, midzonalen und perizentralen 
Zonen des Lobulus wieder (Abb. 2B). 
Des Weiteren wurden die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in sieben postsinu-
soidalen Venulen gezählt. Über einem definierten Gefäßabschnitt (L) von 100 µm wurde je-
weils die Anzahl adhärenter Leukozyten ausgezählt. Diese waren definiert als intravasal lie-
gende Leukozyten die sich während einer Beobachtungszeit von mindestens 30 Sekunden 
nicht bewegten. Die venuläre Leukozyten-Adhärenz wurde als Anzahl adhärenter Zellen pro 
mm² Endotheloberfläche (A) gemäß der Formel: 
 
A = n / π x D x L 
 
mit D als Durchmesser, der computergestützt bestimmt wurde, des untersuchten Gefäßseg-
ments errechnet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: (A) Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der hepatischen Mikrozirkulation. Darstellung 
mit einem 20x Wasserimmersionsobjektiv (x465-fache Vergrößerung). Nach Kontrastverstärkung mit Natrium-
Fluoreszein stellt sich die Lebermikrozirkulation in Form hexagonaler Leberlobuli dar. Der Blutfluss erfolgt vom 
Periportalfeld durch die Sinusoide (schwarzer Pfeil) in die Zenralvenule (weißer Pfeil). (B) Intravitale fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme der Leberoberfläche mit einem 20x Wasserimmersionsobjektiv (x465-fache Vergröße-
rung) nach Injektion von Rhodamin 6G. Es stellen sich gefärbte Leukozyten in Sinusoiden (weißer Pfeil) und post-
sinusoidalen Venulen (schwarzer Pfeil) dar. 
 
 
5.3.3.4 Hepatozelluläre Apoptose 
 
Am Ende des Versuchs wurde den Versuchstieren intravenös Bisbenzimid (H33342, 
2 µmol/kg KG, Sigma, Deutschland) injiziert und sieben Lobuli pro Tier im UV-Filter aufge-
zeichnet. Apoptosen imponierten als hell leuchtende Zellkerne, und zeigten typische Apopto-
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se–assoziierte morphologische Kernveränderungen. Innerhalb der drei Zonen wurde die An-
zahl der Apoptosen pro Lobulus analysiert (Abb. 3A). 
 
 
5.3.3.5 Kupfferzell-Phagozytose-Aktivität  
 
Die Kupfferzell-Phagozytose-Aktivität wurde anhand der Elimination der Latexpartikel 
in jeweils für zehn Sekunden aufgezeichneten Gesichtsfeldern zu den Zeitpunkten 1, 2, 3, 4 
und 5 Minuten nach der Injektion ausgewertet, indem pro Gesichtsfeld die Zahl der sich in 
den Sinusoiden frei fließenden Latexpartikel gezählt wurde. Der Anteil der frei fließenden 
Partikel wurde in Prozent der Gesamtzahl der im jeweiligen Gesichtsfeld sichtbaren Partikel 
pro Beobachtungszeitpunkt angegeben. Die Verwendung dieser Technik erlaubte die Quanti-
fizierung der Phagozytoseaktivität der Kupfferzellen (Abb. 3B).  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: (A) Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Leberoberfläche mit einem 20x Was-  
serimmersionsobjektiv (x465-fache Vergrößerung) nach Injektion von Bisbenzimid. Es stellen sich die Kerne von 
Hepatozyten dar. Man achte auf die Kerne apoptotisch veränderter Hepatozyten (weißer Pfeil). (B) Intravitale 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Leberoberfläche mit einem 20x Wasserimmersionsobjektiv (x465-fache 
Vergrößerung) nach Injektion der Latexpatikel. Darstellung frei fließender Latexpatikel in den Sinusoiden 
(schwarzer Pfeil) und adhärenter Latexpartikel (weißer Pfeil.) 
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5.3.4 Hepatozelluläre Exkretionsfunktion 
 
Zur Beurteilung der hepatozellulären Exkretionsfunktion wurde der Gallefluss be-
stimmt, welcher als sicherer Parameter zur Beurteilung des Ausmaßes einer ischämischen 
Leberfunktionsstörung gilt [BOWERS et al., 1987].  
Die Galle wurde über den Katheter im Ductus choledochus kontinuierlich in eine 1 ml 
Spritze abgeleitet und gewogen. Es wurde ein spezifisches Gewicht von 1 g/ml angenom-
men [SUMIMOTO et al., 1988]. Der Gallefluss wurde unter Ausgangsbedingungen (30 Minu-
ten), während Ischämie (90 Minuten) und Reperfusion (nach 30 und nach 90 Minuten) ge-
messen. Nach Bestimmung des Leberfeuchtgewichtes am Ende der Untersuchungen wurde 
die Galleexkretion pro Gramm Lebergewicht und Zeiteinheit kalkuliert (Einheit: µl/min x g). 
 
 
5.3.5 Vollblut-Analytik 
 
Nach Abschluß des Versuchs nach 90-minütiger Reperfusion wurden die Tiere durch 
Exsanguination getötet. Das entnommene Vollblut diente zum einen Teil zur sofortigen 
Durchführung der arteriellen Blutgasanalyse und der Erstellung eines Blutbildes, zum ande-
ren Teil wurde es zur Serumgewinnung drei Minuten bei 3000 Umdrehungen/min und 21 °C 
zentrifugiert. Der Überstand wurde in Eppendorfpipetten abpipettiert und bis zum Tag der 
Analyse bei –80 °C aufbewahrt. 
 
 
5.3.5.1 Arterielle Blutgase und Zellzahl 
 
Im Rahmen der arteriellen Blutgasanalyse (BGA) wurde mit Hilfe eines Blood Gas 
Analyser Model 348 ph (Chiron Diagnostics, Malstead Essex, England) pH-Wert, Kohlendio-
xidparialdruck (PaCO2), Sauerstoffpartialdruck (PaO2), Standardbicarbonat (HCO3-) und 
Sauerstoffsättigung (O2-Sätt.) sowie der Basenüberschuss (base excess, BE) und Häma-
tokrit (Hkt) gemessen. Die Analyse des Blutbildes mit systemischer Leukozyten- und Throm-
bozytenzahl, sowie der Bestimmung des Hämoglobins erfolgte mittels Coulter Counter Act 
diff (Coulter Electonics LTD., Luton Beds, England).  
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5.3.5.2 Serumkonzentration leberspezifischer Enzyme und Zytokine  
 
Zur Messung der leberspezifischen Enzyme ALT, AST, LDH und GLDH, die als Mar-
ker der Leberzellschädigung in Erscheinung treten, wurde im asservierten Serum die Serum-
konzentrationen spektrophotometisch bestimmt. 
Zudem erfolgte die Analyse der Serumkonzentrationen von Tumornekrosefaktor 
(TNF)-α, Interleukin(IL)-6 und Interleukin(IL)-10 mittels ELISA-Assay (R und D Systems, 
Wiesbaden, Deutschland). 
 
 
5.3.6 Gewebeasservierung 
 
Zu Versuchsende wurde die gesamte Leber mit einem sterilen Operationsbesteck 
explantiert. Nach Ermittlung des Feuchtgewichtes mit einer Feinwaage erfolgte die Entnah-
me zweier Gewebeproben aus dem linken Leberlappen. Eine Probe wurde für zwei bis drei 
Tage in 4%iger Formalinlösung fixiert, die zweite Probe wurde in einem Einbettmedium (tis-
sue tech, Jung tissue freezing medium for frozen tissue, Leica Microsystems Nussloch 
GmbH, Nussloch, Deutschland) bei  –80 °C tiefgefror en um eine spätere histologische Un-
tersuchung zu ermöglichen. Der Rest des linken Leberlappens wurde zur späteren protein-
biochemischen Analyse in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei  –80 °C aufbewahrt.  
 
 
5.3.7. Lichtmikroskopie 
 
Aus dem in 4%iger Formalinlösung fixierten Lebergewebe wurden nach dessen Ein-
bettung in Paraffin, 5 µm dicke Schnitte hergestellt und mit Hämatoxylin-Eosin (HE) zur 
histomorphologischen Analyse des I/R-induzierten Leberschadens untersucht. Zur Quantifi-
zierung infiltrierter neutrophiler Granulozyten wurden Gewebeschnitte mit AS-D Chloraze- 
tatesterase (CAE) gefärbt. Diese Histologiepräparate wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops 
(Olympus BX 60F, Olympus opticalCO. LTD., Japan) unter Verwendung eines x40-Objektivs 
(Olympus UplanFI,∞/0,17, Japan; x400-fache Vergrößerung) ausgewertet. 
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5.3.7.1 Hämatoxylin-Eosin Färbung 
 
In 25 HPF pro Gewebsschnitt wurde der I/R-induzierte Leberschaden anhand der Pa-
rameter Kongestion, Vakuolisierung und Grobscholligkeit quantitativ analysiert (Abb. 4A). Die 
Auswertung erfolgte unter Verwendung des Suzuki-Scores (Tab. 1) und wird in arbiträren 
Einheiten (aE) angegeben [SUZUKI et al., 1993]. 
 
Vakuolisierung Grobscholligkeit Kongestion 
      
0 0% 0 keine 0 keine 
1 0-10 % 1 gering 1 gering 
2 10-30 % 2 moderat 2 moderat 
3 30-50 % 3 stark 3 stark 
4 > 50 %     
      
 
Tabelle 1: Suzuki-Scoresystem für die semiquantitative histomorphologische Analyse des Leberschadens.  
 
 
5.3.7.2 Chlorazetatesterase Färbung 
 
In 25 HPF wurde die Anzahl eingewanderter Leukozyten analysiert (Abb. 4B). Diese 
wurden anhand positiver Färbung und Morphologie identifiziert und in n/Gesichtsfeld ange-
geben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: (A) Repräsentativer HE-Schnitt einer Kontroll-Leber nach I/R. Man beachte die ausgeprägte Va-
kuolisierung (grauer Pfeil), Kongestion (schwarzer Pfeil) und Grobscholligkeit (weißer Pfeil); 40x Objektiv (x400 
fache Vergrößerung). (B) Repräsentative CAE-Färbung einer Kontroll-Leber nach I/R. Man beachte die rot ange-
färbten Leukozyten (schwarzer Pfeil); 40x Objektiv (x400 fache Vergrößerung). 
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5.3.8 Proteinbiochemische Analysen 
 
5.3.8.1 Immunhistochemie 
 
Zur immunhistochemischen Quantifizierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB und 
pSTAT-5, der Stickstoffmonoxidsynthase iNOS und der Anzahl G-CSF-Rezeptor-positiver 
Zellen wurden aus den nach Versuchsende asservierten und mit Gewebemedium eingefro-
renen Gewebeproben Gefrierschnitte von 5 µm Dicke hergestellt und direkt nach dem 
Schneiden bei 4 °C in Aceton fixiert. Nach Blockier ung der endogenen Phosphatase und 
Peroxidase erfolgte zunächst die Inkubation mit den Primärantikörpern (pSTAT-5 1:50 , NF-
κB 1:25, iNOS 1:25, G-CSF-Rezeptor 1:200 (Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland) (Tab.2). 
Darauf wurden die Proben mit dem entsprechenden Peroxidase-markierten Sekundäranti-
körper inkubiert. Alle Schnitte wurden anschließend mit aktiviertem Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid inkubiert. Nach Gegenfärben mit Hämalaun nach Meyer wurden die 
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70-100% Ethanol) entwässert, mit Xylol entpa-
raffiniert und eingedeckt. 
 
Mit einem Olympus BX 60 Lichtmikroskop wurden je Versuchstier ein Gewebsschnitt 
pro Färbung analysiert. Dabei erfolgte die Auswertung anhand 25 Gesichtsfelder bei einer 
x400-fachen Vergrößerung. Es wurden alle pSTAT-5 und NF-κB positiven Zellen in jedem 
Gesichtsfeld gezählt (Abb. 5A und 5B). Die Expression des G-CSF-Rezeptors und der iNOS 
wurden mittels eines Scores semiquantitativ ausgewertet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: (A) Repräsentativer Schnitt einer Kontroll-Leber nach I/R und Färbung iNOS–exprmierender Le-
berzellen. Man beachte die iNOS-exprimierenden Hepatozyten (schwarzer Pfeil); 40x Objektiv (x400 fache Ver-
größerung). (B) Repräsentativer Schnitt einer Kontroll-Leber nach I/R und Färbung NF-κB-positiver Zellkerne. 
Man beachte die NF-κB-positiven Zellkerne der Hepatozyten (weißer Pfeil); 40x Objektiv (x400 fache Vergröße-
rung). 
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Primär- Bezugs- 
Antikörper 
Ursprung Verdünnung Bezugs-
quelle 
Sekundär-
Antikörper 
Verdünnung 
quelle 
       
       
goat-anti- NF-κB rabbit 1:25 Santa Cruz 
rabbit 
1:100 Dianova 
goat-anti- iNOS mouse 1:25 Santa Cruz 
mouse 
1:100 Dianova 
G-CSF goat-anti- 
Rezeptor 
rabbit 1:200 Santa Cruz 
rabbit 
1:100 Dianova 
rabbit-anti- pSTAT-5 goat 1:50 Santa Cruz 
goat 
1:100 Dianova 
       
 
Tabelle 2: Auflistung der für die immunhistochemischen Analysen verwendeten Antikörper. 
 
 
5.3.8.2 Western Blot 
 
Von den kryokonservierten Leberproben wurden 100 bis 200 mg Gewebe mit einem 
Low Salt-Lysepuffer, bestehend aus 10 mM TRIS, pH 7,5, 10 mM NaCL, 0,1 mM EDTA, 
0,5% Triton X 100, 0,02% NaN3, unter Zusatz eines Proteinaseinhibitor-Cocktails (1:50; Sig-
ma) und PSMF (1:100; Roth) mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 (IKA Labortechnik) homogeni-
siert. Das Homogenisat wurde anschließend für 30 Minuten auf Eis inkubiert und dann 30 
Minuten bei 4 °C mit 16000 g zentrifugiert (Biofuge  fresco, Kendro, Hanau, Deutschland) und 
der Überstand als Gesamtzell-Extrakt abpipettiert. Die so gewonnenen Aliquots wurden auf 
Eis gelagert und sofort zur Proteinbestimmung verwendet. 
Die Konzentration der Proteinextrakte wurde spektrophotometrisch mit der Methode 
nach Lowry [LOWRY et al., 1951] bestimmt und durch Verdünnen mit destilliertem Wasser 
auf den gleichen Proteingehalt eingestellt. Die eingestellten Extrakte wurden nach Zusatz 
von 2x „Sample buffer“ nach Lämmli (Sigma) 5 Minuten im kochenden Wasserbad denatu-
riert und anschließend in einer Konzentration von 60 µg/Bande in die Geltaschen transferiert. 
 
Die Proteine  wurden in einem diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel (Sammelgel 
5%, Trenngel 10%) elektrophoretisch bei einer konstanten Spannung von 100 V im Sammel-
gel (15 Minuten) und von 140 V im Trenngel (1 Stunde) nach ihrem Molekulargewicht ge-
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trennt. Als Molekulargewichts-Standard diente der Rainbow high range Marker (Amersham). 
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in einem Transferpuffer-Bad für das 
anschließende Membran-Blotting equibriliert. Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden an-
schließend während einer Dauer von 2 Stunden in einer Mini-Trans-Blot-Kammer (BioRad) 
bei einer angelegten Spannung von 50 V auf eine PVDF-Membran (Porengröße 0,2 µm, Bio-
Rad) transferiert. 
Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die Membranen mit einer 5%-igen 
Lösung aus Milchpulver (Blotting Grade Blocker non-fat dry Milk, BioRad) in TBS-T für 30 
Minuten inkubiert. Nach Waschen mit TBS-T wurden die Membranen mit den entsprechen-
den Primär-Antikörper für 120 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Tab. 3). 
 
Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T erfolgte die Inkubation der Membranen mit 
dem entsprechenden POD-markierten Sekundärantikörper für 90 Minuten (Tab. 3). Im An-
schluss wurden die Membranen fünfmal mit TBS-T gewaschen und nachfolgend der Chemi-
lumineszenz-Methode (ECL, Amersham) unterzogen. Dazu wurden die Membranen nach 
einminütiger Inkubation mit dem ECL-Reagenz in Autoklavierfolie verpackt und zur Expositi-
on eines Röntgenfilms (Hyperflim ECL, Amersham pharmacia biotech) in einer Röntgenkas-
sette positioniert. Die Signale der belichteten Filme wurden anschließend in Entwicklungs- 
und Fixierbädern (Zahnfilm, Adefo GmbH, Nürnberg, Deutschland) visualisiert und konser-
viert. 
 
Zur Kontrolle der Protein-Beladung und des –Transfers wurde ein monoklonaler ß-
Aktin-Antikörper als interner Standard eingesetzt. In sämtlichen Western Blot-Analysen wur-
de die densitometrisch ermittelte Dichte rechnerisch auf die entsprechende ß-Aktin-
Konzentrationen korrigiert. Die Analyse der Röntgenfilme erfolgte mit einem Gel-
Dokumentationssystem (Geldoc) und einem Quantifizierungsprogramm (Quantity One – 
Geldoc, BioRad). 
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Primär- Bezugs- 
Antikörper 
Ursprung Verdünnung Bezugs-
quelle 
Sekundär-
Antikörper 
Verdünnung 
quelle 
       
sheep- 
anti- 
ß-Aktin mouse 1:20000 Sigma 
mouse-IgG-
POD 
1:10000 Amersham 
cleaved 
Caspase-3 
donkey -
anti- 
 
rabbit 1:500 Cell  
Signaling 
rabbit-IgG-
POD 
1:5000 Amersham 
Stress 
Gene 
donkey- 
anti- 
HO-1 rabbit 1:500 
 rabbit-IgG-
POD 
1:5000 Amersham 
donkey- 
anti- 
NF-κB rabbit 1:250 Santa Cruz 
rabbit-IgG-
POD 
1:5000 Amersham 
rabbit- 
anti- 
pSTAT-5 goat 1:500 Santa Cruz 
goat-IgG-
POD 
1:2000 DIANO 
       
 
Tabelle 3:  Auflistung der für die Western Blot-Analysen verwendeten Antikörper. 
 
 
5.4 Experimentelles Protokoll 
 
Ziel dieser Untersuchungen war die Analyse des Einflusses von G-CSF beziehungs-
weise Nitrogen Mustard auf den mikrovaskulären und parenchymatösen Reperfusionsscha-
den der Leber. 
Hierzu erfolgte bei insgesamt 44 Tieren die Anästhesie und chirurgische Präparation 
wie unter 5.2.1 beschrieben. Nach 15-minütiger Stabilisierungsphase, die der Gewährlei-  
stung physiologischer Keislaufbedingungen diente, wurden die basalen Messungen durchge-
führt. Diese beinhalteten die Bestimmung der systemischen Hämodynamik mit Blutdruck und 
Herzfrequenz und die intravitalmikroskopische Untersuchung von sinusoidalem Per-
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fusionsausfall und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in der Mikrozirkulation des linken Le-
berlappens. 
Ebenso wurde eine arterielle Blutentnahme zur Blutgasanalyse und Blutbildbestim-
mung und die Messung des Galleflusses über 30 Minuten durchgeführt. 
Anschließend erfolgte die selektive Ischämie des linken Leberlappens für 90 Minuten 
und die darauffolgende 90-minütige Reperfusionsphase. Nach 45 Minuten Ischämie und 45 
Minuten Reperfusion erfolgte jeweils eine weitere Messung der Hämodynamik der Ver-
suchstiere. Nach 90 Minuten Reperfusion wurden mit Hilfe der Intravitalmikroskopie folgende 
Parameter untersucht: 
 
1. Sinusoidaler Perfusionsausfall 
2. Venuläre Erythrozyten-Fließgeschwindigkeit 
3. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion 
4. Kupfferzell-Phagozytose-Aktivität 
5. hepatozelluläre Apoptose 
 
 
Der Gallefluss wurde von Reperfusionbeginn über einen Zeitraum von 30 Minuten und 
dann wiederum bis zum Ende des Versuchs während 60 Minuten gemessen. Nach 90-
minütiger Reperfusion erfolgte die letzte arterielle Blutentnahme, die Tötung des Tieres 
durch Entbluten und die Entnahme der Leber wie unter 5.3.5.3 beschrieben. 
 
Zur Untersuchung der Auswirkungen von G-CSF und Nitrogen Mustard auf den mikro-
vaskulären und funktionellen Reperfusionsschaden der Leber wurden die Tiere im Vorfeld 
eines jeden Versuchs verschiedenen Gruppen zugeordnet: 
 
 
sham:  
7 Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen; es wurden intravitale fluoreszenzmikrosko-
pische Untersuchungen und Vollblutanalysen zu den oben genannten Zeitpunkten durchge-
führt. 
 
 
I/R und NaCl: 
8 Tieren wurde der linke Leberlappen einer 90-minütigen Ischämie sowie einer 90-minütiger 
Reperfusion unterzogen. Intravitale fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen und Voll-
blutanalysen erfolgten zu den oben genannten Zeitpunkten. 
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I/R und G-CSF 16 h vor Ischämie: 
6 Tiere wurden 16 h vor Beginn der Ischämie mit einer einmaligen subcutanen Injektion G-
CSF (50 µg/kg KG) vorbehandelt. Der linke Leberlappen wurde einer 90-minütigen Ischämie 
sowie einer 90-minütiger Reperfusion unterzogen. Intravitale fluoreszenzmikroskopische 
Untersuchungen und Vollblutanalysen erfolgten zu den oben genannten Zeitpunkten. 
 
 
I/R und G-CSF 1 h vor Ischämie: 
Die Vorbehandlung von 8 Tieren mit G-CSF (50 µg/kg KG) erfolgte 1 h vor Beginn der     
Ischämie. Der linke Leberlappen wurde einer 90-minütigen Ischämie sowie einer 90-
minütiger Reperfusion unterzogen. Intravitale fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen 
und Vollblutanalysen erfolgten zu den oben genannten Zeitpunkten. 
 
 
I/R und G-CSF 1 h vor Reperfusion: 
Die Vorbehandlung mit G-CSF (50 µg/kg KG) erfolgte 1 h vor Reperfusion des linken Leber-
lappens; n=6. Der linke Leberlappen wurde einer 90-minütigen Ischämie sowie einer 90-
minütiger Reperfusion unterzogen. Intravitale fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen 
und Vollblutanalysen erfolgten zu den oben genannten Zeitpunkten. 
 
 
I/R und Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie:  
In dieser Gruppe mit 9 Tieren wurde nach Präparation wie unter 5.2.4 beschrieben die Vor-
behandlung mit Nitrogen Mustard (1,75 mg/kg KG i.v.) 48 Stunden vor Beginn der Ischämie 
durchgeführt. Der linke Leberlappen wurde einer 90-minütigen Ischämie sowie einer 90-
minütiger Reperfusion unterzogen. Intravitale fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen 
und Vollblutanalysen erfolgten zu den oben genannten Zeitpunkten. 
 
 
5.5 Datenerfassung und Statistik 
 
Die primäre Datenerfassung erfolgte während der Auswertung der Videobänder auf 
Erhebungsbögen. Die so gewonnenen Daten wurden in einem zweiten Schritt in ein Tabel-
lenkalkulationsprogramm (Excel, Microsoft Corporation) zur elektronischen Datenverarbei-
tung eingegeben. Die statistische und graphische Auswertung erfolgte unter der Verwendung 
der Programme SigmaStat und SigmaPlot (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). 
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Sämtliche Werte sind als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (Mittelwert ± 
SEM) angegeben.  
Für den paarweisen Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen wurde im Falle normal 
verteilter Werte und bei Varianzgleichheit der Student´s t-Test für unverbundene Stichproben 
verwendet, ansonsten wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Unterschiede wurden ab 
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant betrachtet.  
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6 Ergebnisse 
 
6.1 Makro- und Mikrohämodynamik 
 
6.1.1 Blutbild  
 
Die Analyse der Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahlen im peripheren 
Blut zu Beginn der Versuche und nach 90 min Ischämie / 90 min Reperfusion zeigten keine 
signifikanten Unterschiede in der NaCl- und sham-Gruppe. Der Hämatokritwert beider Grup-
pen wies keine signifkanten Unterschiede auf. Zum Zeitpunkt der Basalmessung war der Hb 
der NaCl-Gruppe signifikant höher als der Hb der sham-Gruppe, fiel jedoch zum Zeitpunkt 
der zweiten Messung auf Werte der sham-Gruppe ab (Tab. 4). 
In der Gruppe mit G-CSF Vorbehandlung 16 h vor Ischämie zeigte sich eine signifi-
kant erhöhte Leukozytenzahl und signifikant reduzierte Thrombozytenzahl zum Zeitpunkt der 
Anfangsmessung. Nach I/R ergab die Analyse beider Parameter keine signifikanten Unter-
schiede. Die Injektion von G-CSF 1 h vor Ischämie hatte keine signifikanten Veränderungen 
des Blutbildes zu Folge. Die mit G-CSF 1 h vor Reperfusion behandelten Tiere zeigten eine 
signifikante Reduktion der Erythrozytenzahl, des Hämoglobins und des Hämatokrits und 
Steigerung der Leukozytenzahl im Vergleich zur NaCl-Gruppe unter Ausgangsbedingungen. 
Nach I/R war eine signifikante Steigerung der Leukozytenzahl am Ende der Reperfusion zu 
verzeichnen.  
Die Injektion von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie führte zu beiden Messzeitpunk-
ten zur signifikanten Depletion der Leukozyten und zur Senkung des Hämatokritwertes bei 
Versuchsende. 
 
 
 
  baseline   Reperfusion 
     
Leukozytenzahl [x10³/µl]     
     
sham  
 5,44 ± 0,81  5,49 ± 0,82 
I/R & NaCl  
 5,46 ± 0,43  5,57 ± 1,03 
I/R & G-CSF 16 h vor I 13,74 ± 2,02*   8,86 ± 1,44 
I/R & G-CSF 1 h vor I 4,92 ± 0,27  6,70 ± 0,74 
I/R & G-CSF 1 h vor R 
 7,12 ± 0,50*    9,98 ± 1,14* 
I/R & NM 48 h vor I 
 0,93 ± 0,14*    0,48 ± 0,12* 
      
Ergebnisse 
36 
    
  
Thrombozytenzahl [x10³/µl]  
  
    
  
sham  
  892,4 ± 61,1     640,4 ± 157,2 
I/R & NaCl  1034,6 ± 56,5     728,6 ± 113,9 
I/R & G-CSF 16 h vor I 
   830,1 ± 57,9*   734,8 ± 74,8 
I/R & G-CSF 1 h vor I 
  916,5 ± 32,9   820,0 ± 44,0 
I/R & G-CSF 1 h vor R 
  882,2 ± 56,1   762,1 ± 69,1 
I/R & NM 48 h vor I 
 944,7 ± 28,5   638,0 ± 66,6 
    
 
 
Erythrozytenzahl [x106/µl]   
 
 
    
 
 
sham  
   7,29 ± 0,20     7,28 ± 0,40 
I/R & NaCl  
   7,75 ± 0,12     6,77 ± 1,02 
I/R & G-CSF 16 h vor I 
   7,66 ± 0,51     7,53 ± 0,43 
I/R & G-CSF 1 h vor I 
   8,10 ± 0,13     7,78 ± 0,20 
I/R & G-CSF 1 h vor R 
    7,07 ± 0,10*     7,52 ± 0,20 
I/R & NM 48 h vor I 
   7,42 ± 0,17     6,67 ± 0,23 
    
 
 
Hämatokrit [%]   
 
 
    
 
 
sham  
  38 ± 2    33 ± 3 
I/R & NaCl  
  37 ± 3    35 ± 3 
I/R & G-CSF 16 h vor I 
  36 ± 3    30 ± 3 
I/R & G-CSF 1 h vor I 
  35 ± 2    32 ± 2 
I/R & G-CSF 1 h vor R 
   32 ± 1*    33 ± 2 
I/R & NM 48 h vor I 
  35 ± 1     27 ± 2* 
    
 
 
Hämoglobin [g/dl]   
 
 
    
 
 
sham  
  13,4 ± 0,5    13,4 ± 0,9 
I/R & NaCl  
   14,7 ± 0,2#    12,9 ± 1,9 
I/R & G-CSF 16 h vor I 
  15,0 ± 1,0    14,8 ± 0,9 
I/R & G-CSF 1 h vor I 
  15,4 ± 0,3    14,7 ± 0,5 
I/R & G-CSF 1 h vor R 
   13,7 ± 0,2*    14,6 ± 0,4 
I/R & NM 48 h vor I 
  14,2 ± 0,4    12,4 ± 0,5 
 
 
Tabelle 4: Systemische Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahl, sowie Hämatokrit und Hämoglobin zu 
Versuchsbeginn (baseline), sowie nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion im peripheren Blut 
von Versuchstieren. Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (n=6), 1 h vor 
Ischämie (n=8) oder 1 h vor Reperfusion (n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg KG 48 h vor Ischämie 
(n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (n=8), sham-operierte Tiere dienten als nicht-
ischämische Kontrollen (n=7). Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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6.1.2 Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz  
 
Zu Ausgangsbedingungen sowie während 90 Minuten Ischämie waren mittlerer arte-
rieller Blutdruck und Herzfrequenz in ischämischen Kontrolltieren im Vergleich zu sham-
Tieren unverändert. Nach 90 Minuten Reperfusion hingegen war ein geringerer Blutdruck 
und eine niedrigere Herzfrequenz der NaCl-behandelten Tiere festzustellen (Tab. 5). 
G-CSF 16 h vor Ischämie führte zu einer weiteren Blutdruckabsenkung und Herzfre-
quenzsteigerung nach Ischämie und Reperfusion im Vergleich zu ischämischen Kontrolltie-
ren. Die Gabe von G-CSF 1 h vor Ischämie hatte eine weitere Reduktion des arteriellen Mit-
teldrucks und eine Steigerung der Herzfrequenz nach 90 Minuten Ischämie und die Herzfre-
quenzsteigerung nach 90 Minuten Reperfusion zur Folge. Der Blutdruck fand sich insbeson-
dere nach Reperfusion erhöht.  
Die Applikation von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie hatte eine Reduktion des 
mittleren arteriellen Blutdrucks nach Ischämie und eine Steigerung der Herzfrequenz nach 
Ischämie und Reperfusion im Vergleich zu NaCl-Kontrolltieren zur Folge. 
 
 
  
baseline Ischämie Reperfusion 
  
        
mittlerer arterieller Blutdruck [mmHg] 
  
          
sham 
  101 ± 4   131 ± 4    134 ± 4  
I/R & NaCl 
  101 ± 5     132 ± 14     109 ± 9#  
I/R & G-CSF 16 h vor I 
   97 ± 8   123 ± 6        91 ± 18  
I/R & G-CSF 1 h vor I 
   92 ± 5   120 ± 5    116 ± 3  
I/R & G-CSF 1 h vor R 
 107 ± 6   119 ± 4     134 ± 4*  
I/R & NM 48 h vor I 
 107 ± 3   118 ± 5    115 ± 8  
 
         
 
         
Herzfrequenz [min-1] 
     
sham 
   271 ± 17   310 ± 4    323 ± 4  
I/R & NaCl 
 267 ± 9   303 ± 9      296 ± 14  
I/R & G-CSF 16 h vor I 
  268 ± 16      342 ± 14*      327 ± 11  
I/R & G-CSF 1 h vor I 
  269 ± 11      354 ± 13*      340 ± 18  
I/R & G-CSF 1 h vor R 
  273 ± 17     292 ± 31      305 ± 24  
I/R & NM 48 h vor I 
  281 ± 13     329 ± 13      333 ± 8*  
 
 
Tabelle 5: Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz zu Versuchsbeginn (baseline), sowie nach 90-
minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 
h vor Ischämie (n=6), 1 h vor Ischämie (n=8) oder 1 h vor Reperfusion (n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 
mg/kg KG 48h vor Ischämie (n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (n=8); sham-
operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (n=7). Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. 
I/R & NaCl. 
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6.1.3 Blutgasanalyse  
 
Die Messungen des Sauerstoffpartialdrucks (pO2), des Kohlendioxidpatialdrucks 
(pCO2) und des pH-Wertes ergaben einen signifikant höheren Sauerstoffpartialdruck und 
einen niedrigeren pH-Wert in der NaCl-Gruppe zum Zeitpunkt der basalen Messung. Sowohl 
in der sham- als auch in der NaCl-Gruppe war nach 90 Minuten Ischämie und 90 Minuten 
Reperfusion die Reduktion des pH-Wertes und eine Steigerung des Sauerstoffpartialdruckes 
festzustellen. In der sham-Gruppe war der Kohlendioxidpartialdruck nach Reperfusion redu-
ziert (Tab. 6).  
Die Applikation von G-CSF 16 h vor Ischämie hatte eine Reduktion des Sauerstoff-
partialdrucks zu Ausgangsbedingungen zur Folge und führte sowohl zu einem signifikant 
höheren  pH-Wert als auch zu einem höheren Sauerstoff- und einem niedrigerem Kohlendi-
oxidpartialdruck am Versuchsende. Die Gabe von G-CSF 1 h vor Ischämie und G-CSF 1 h 
vor Reperfusion führte zu einer signifikanten pH-Werterhöhung und Senkung des Kohlendi-
oxidpartialdrucks zu Versuchsende. Bei den Tieren, die G-CSF 1 h vor Reperfusion erhiel-
ten, war zu Beginn der Experimente eine signifikante pH-Wert Erhöhung und ein erniedrigter 
Sauerstoffpartialdruck messbar. Bei der finalen Blutentnahme zeigten sich ein signifikant 
erhöhter pH-Wert und ein signifikant erniedrigter Kohlendioxidpartialdruck.  
Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie hatte eine signifikante Steigerung des pH-Wertes 
und Erniedrigung des Sauerstoff-Partialdrucks in den Basalmessungen und die Senkung des 
Kohlendioxid-Partialdrucks zu Versuchsende zur Folge. 
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baseline 
  
Reperfusion 
pO2 [mmHg]      
     
sham 
 79,37 ± 4,55  113,03 ± 8,81 
I/R & NaCl 
  96,28 ± 3,18#  101,78 ± 9,33 
I/R & G-CSF 16 h vor I 80,28 ± 7,87     131,10 ± 6,48* 
I/R & G-CSF 1 h vor I 93,07 ± 5,38  122,36 ± 6,39 
I/R & G-CSF 1 h vor R 
 74,65 ± 3,49*   114,85 ± 9,49 
I/R & NM 48 h vor I 
 82,37 ± 3,11*   107,61 ± 7,15 
 
     
pCO2 [mmHg]     
 
     
sham 
 47,76 ± 2,17    29,40 ± 3,91 
I/R & NaCl 
 47,68 ± 5,43      48,99 ± 10,61 
I/R & G-CSF 16 h vor I 49,05 ± 3,61      18,86 ± 4,14* 
I/R & G-CSF 1 h vor I 43,32 ± 2,52     17,95 ± 3,74* 
I/R & G-CSF 1 h vor R 39,70 ± 2,19      21,35 ± 5,16* 
I/R & NM 48 h vor I 44,06 ± 1,67      20,96 ± 3,89* 
  
    
pH-Wert 
    
     
sham 
   7,368 ± 0,012     7,298 ± 0,044 
I/R & NaCl 
    7,309 ± 0,015#     7,251 ± 0,043 
I/R & G-CSF 16 h vor I 
  7,289 ± 0,031       7,412 ± 0,035* 
I/R & G-CSF 1 h vor I 
  7,273 ± 0,017      7,416 ± 0,060* 
I/R & G-CSF 1 h vor R 
   7,369 ± 0,018*       7,452 ± 0,071* 
I/R & NM 48 h vor I 
   7,362 ± 0,015*     7,355 ± 0,024 
 
 
Tabelle 6: Sauerstoffpartialdruck (pO2), Kohlendioxidpartialdruck (pCO2) und pH-Wert zu Versuchsbeginn (base-
line) sowie nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 50 
µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (n=6), 1 h vor Ischämie (n=8) oder 1 h vor Reperfusion (n=6) sowie mit Nitro-
gen Mustard 1,75 mg/kg KG 48 h vor Ischämie (n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrol-
len (n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (n=7). Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. 
sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
 
 
6.1.4 Mikrozirkulation 
 
6.1.4.1 Sinusoidales Perfusionsversagen 
 
Intravitalmikroskopisch wurde nach Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes Natrium-
Fluoreszein das sinusoidale Perfusionsversagen quantifiziert. I/R führte zu einer signifikanten 
Zunahme des sinusoidalen Perfusionsversagens (Abb. 6).  
Die Vorbehandlung mit G-CSF 16 h vor Ischämie führte zu einer 46 %igen Reduktion 
des I/R-induzierten mikrovaskulären Perfusionsversagens. Die Applikation von G-CSF 1 h 
vor Ischämie reduzierte das sinusoidale Perfusionsversagen signifikant. Durch Injektion von 
Ergebnisse 
40 
sham NaCl G-CSF
1 h vor R
I/R
sin
u
so
id
a
le
s
Pe
rfu
sio
n
sv
e
rs
ag
e
n
[%
]
sham NaCl NM
48 h vor I
I/R
sin
u
so
id
a
le
s
Pe
rfu
sio
n
sv
e
rs
ag
e
n
[%
]
C D
0
10
20
30
40
#
*
0
10
20
30
40
#
sin
u
so
id
a
le
s
Pe
rfu
sio
n
sv
e
rs
ag
e
n
[%
]
sin
u
so
id
a
le
s
Pe
rfu
sio
n
sv
e
rs
ag
e
n
[%
]
sham NaCl G-CSF
16 h vor I
I/R
si
n
u
so
id
al
e
s
Pe
rfu
si
o
ns
ve
rs
a
ge
n
[%
]
sham NaCl G-CSF
1 h vor I
I/R
si
n
u
so
id
al
e
s
Pe
rfu
si
o
ns
ve
rs
a
ge
n
[%
]
A B
0
10
20
30
40
#
*
0
10
20
30
40
#
si
n
u
so
id
al
e
s
Pe
rfu
si
o
ns
ve
rs
a
ge
n
[%
]
si
n
u
so
id
al
e
s
Pe
rfu
si
o
ns
ve
rs
a
ge
n
[%
]
G-CSF 1 h vor Beginn der Reperfusion konnte das Perfusionsversagen sogar unter sham-
Niveau reduziert werden.  
Die Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie hingegen führte zu einer 
deutlichen Zunahme der Anzahl nicht perfundierter Sinusoide. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Sinusoidales Perfusionsversagen nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor Ischä-
mie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg 
KG 48h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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6.1.4.2 Venuläre Erythrozyten-Fließgeschwindigkeit 
 
I/R hatte ein signifikantes Absinken der venulären Fließgeschwindigkeit der Erythro-
zyten zur Folge (Abb 7) das durch Vorbehandlung mit G-CSF 16 h vor Ischämie nicht ver-
hindert werden konnte (Abb. 7A).  
Ebenso hatte die Applikation von G-CSF 1 h vor Ischämie keinen Effekt auf die I/R-
induzierte Reduktion der venulären Erythrozyten-Fließgeschwindigkeit. Die Applikation von 
G-CSF 1 h vor Reperfusion führte zu einer deutlichen Steigerung der venulären Erythrozy-
ten-Fließgeschwindigkeit um 62 % (p= 0,058) im Vergleich zur NaCl-Kontrolle.  
Nitrogen Mustard steigerte die Fließgeschwindigkeit um circa 25 %. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Venuläre Erythrozyten-Fließgeschwindigkeit nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reper-
fusion. Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h 
vor Ischämie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 
1,75 mg/kg KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kon-
trollen (schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; 
n=7). Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham. 
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6.1.4.3 Sinusoidale Leukostase  
 
Die quantitative Analyse der sinusoidalen Leukostase nach in vivo-Färbung mit Rho-
damin-6G zeigte eine signifikante Zunahme stagnierender Leukozyten in den Sinusoiden 
nach 90 Minuten Ischämie und 90 Minuten Reperfusion (Abb. 8).  
G-CSF 16 h vor Ischämie steigerte die Leukostase um ~40 % (p=0,109). Die Applika-
tion von G-CSF 1 h vor Ischämie hatte keinen Effekt auf die sinusoidale Leukostase, wäh-
rend die Injektion von G-CSF 1 h vor Reperfusion die Akkumulation von Leukozyten in hepa-
tischen Sinusoiden drastisch reduzierte (Abb. 8C; p=0,035).  
Nach Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard zeigte die quantitative Analyse der sinu-
soidalen Leukostase erwartungsgemäß eine signifikante Reduktion der Anzahl stagnierender 
Leukozyten im Vergleich zu NaCl-behandelten Tieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: Sinusoidale Leukostase nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere 
wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor Ischämie (B; 
graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg KG 48 h 
vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (schwarze 
Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). Mittelwert ± 
SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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6.1.4.4 Venuläre Leukozytenadhäsion 
 
Die quantitative Analyse der Leukozytenadhäsion in post-sinusoidalen Venulen zeigte 
eine signifikante Zunahme der Anzahl fest adhärenter Leukozyten nach I/R (Abb. 9A; 
p=0,003).  
Die Vorbehandlung mit G-CSF 16 h vor Ischämie hatte keinen Effekt auf die I/R-
induzierte venuläre Leukozytenadhäsion. Die Applikation von G-CSF 1 h vor Ischämie stei-
gerte diese um 77 %. Im Gegensatz dazu führte die Injektion von G-CSF 1 h vor Reperfusion 
zu einer signifikanten Reduktion der Leukozyten-Adhäsion in den Venulen. 
 Die Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie führte zu einer vollstän-
digen Aufhebung der venulären Leukozytenadhäsion. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Venuläre Leukozytenadhäsion nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor Ischä-
mie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie nach mit Nitrogen Mustard 1,75 
mg/kg KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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6.1.4.5 Hepatozelluläre Apoptose 
 
Die Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes Bisbenzimid ermöglichte die intravital-
mikroskopische Quantifizierung der hepatozellulären Apoptose. Ischämie und Reperfusion 
verursachten eine geringe aber nachweisbare hepatozelluläre Apoptose (Abb. 10).  
Bei Versuchstieren, die mit G-CSF behandelt wurden, reduzierte sich die Anzahl der 
Apoptosen unabhängig vom Zeitpunkt der Applikation des Medikaments circa 40 %.  
Die Gabe von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie senkte die Anzahl apoptotischer 
Zellen auf die Hälfte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Hepatozelluläre Apoptose nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor Ischä-
mie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg 
KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham. 
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6.1.4.6 Kupffer-Zell-Phagozytose-Aktivität 
 
Die Aktivität der Kupfferzellen wurde nach intraarterieller Injektion von Latexpartikeln 
intravitalmikroskopisch quantifiziert. Durch die Kinetik der Elimination der Patikel aus der 
hepatischen Mikrozirkulation lassen sich Rückschlüsse auf die Phagozytose-Aktivität der 
Kupfferzellen ziehen.Die Analyse der Adhärenzkinetik ergab einen exponentiellen Abfall der 
frei fließenden Latexpartikel in den Sinusoiden. Nach 5 Minuten waren nahezu alle Latexpar-
tikel phagozytiert, was eine physiologische Aktivität der Kupfferzellen widerspiegelt. I/R führ-
te zu einer massiven Beeinträchtigung der Phagozytose-Aktivität, was durch 25 % frei zirku-
lierender Latexpartikel 5 Minuten nach Injektion reflektiert wird.  
Die Vorbehandlung mit G-CSF 16 h vor Ischämie vermochte die Beeinträchtigung der 
Kupfferzell-Phagozytose-Aktivität nach 2 Minuten signifikant zu reduzieren. Auch nach einem 
5 Minuten Beobachtungsintervall war die I/R-induzierte Störung der Kupfferzell-Phagozytose-
Aktivität nicht signifikant vermindert (Abb. 11A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Frei fließende Latexpartikel nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graues Dreieck; n=6), 1h vor  
Ischämie (B; graues Dreieck; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graues Dreieck; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 
1,75 mg/kg KG 48 h vor Ischämie (D; graues Dreieck; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische 
Kontrollen (schwarze Kreise; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Kreise; 
n=7). Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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Die Applikation von G-CSF 1 h vor Ischämie führte bereits nach einer Minute zur Ver-
besserung der Phagozytose-Aktivität der Kupfferzellen. Nach fünf Minuten war der Anteil der 
frei fließenden Partikel signifikant auf Werte nahezu vergleichbar denen der sham-Gruppe 
gesunken (Abb. 11B). G-CSF 1 h vor Reperfusion verminderte die Anzahl frei fließender La-
texpartikel nach zwei Minuten im Vergleich zu ischämischen Kontrolltieren (Abb. 11C). Im 
weiteren Verlauf zeigte sich keine signifikante Veränderung der Phagozytose-Aktivität der 
Kupfferzellen. Nach einem 5 Minuten Beobachtungsintervall war die I/R-induzierte Störung 
der Kupfferzell-Phagozytose-Aktivität nicht signifikant verändert. 
Die Applikation von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie hatte keine Auswirkungen 
auf die I/R-induzierte Paralyse der Kupfferzellen (Abb. 11D). 
 
 
6.2 Leberfunktion und –integrität 
 
6.2.1 Galleexkretion 
 
Zur Beurteilung der hepatozellulären Exkretionsfunktion diente der Gallenfluss pro 
Gramm Leberfeuchtgewicht und Minute. 90 Minuten Ischämie und 90 Minuten Reperfusion 
bewirkten eine deutliche Reduktion der Galleexkretion während der postischämischen Re-
perfusion (p=0,06) (Abb. 12).  
Die Injektion von G-CSF 16 h vor Ischämie konnte die Exkretionsfunktionseinschrän-
kung um 24 % vermindern. Die Applikation von G-CSF 1 h vor Ischämie hatte keinen Ein-
fluss auf den Gallenfluss, während die Injektion von G-CSF 1 h vor Reperfusion die Galleex-
kretion um 41 % im Vergleich zur NaCl-Kontrollgruppe steigerte.  
Die Leukozytendepletion mit Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie bewirkte ebenfalls 
eine mäßige Steigerung der hepatozellulären Exkretion. 
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Abbildung 12: Gallefluss nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere wurden vor-
behandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1h vor Ischämie (B; graue Säule; 
n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg KG 48 h vor Ischämie 
(D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (schwarze Säulen; n=8); 
sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). Mittelwert ± SEM. 
 
 
6.2.2 Plasma-Enzymaktivitäten 
 
6.2.2.1 Alanin-Aminotransferase (ALT) 
 
I/R führte zu einer signifikanten Erhöhung der Plasmakonzentration der Alanin-
Aminotransferase (Abb. 13).  
G-CSF 16 h vor Ischämie hatte keinen Einfluss auf Plasmaaktivität der ALT. Die Ap-
plikation von G-CSF 1 h vor Ischämie führte zu einer drastischen Steigerung der ALT-
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Aktivität im Plasma. Die Applikation von G-CSF 1 h vor Reperfusion hingegen reduzierte die 
Enzymkonzentration signifikant um über 63 %.  
Die Injektion von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie hatte eine signifikante Erhö-
hung der Plasma-ALT-Aktivität nach der Reperfusion zur Folge. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Plasma-ALT-Konzentration nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1h vor Ischä-
mie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg 
KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
 
 
 6.2.2.2 Aspartat-Aminotransferase (AST) 
 
Die spektophotometrische Messung der Aspartat-Aminotransferase zeigte eine signi-
fikante Erhöhung der Plasmakonzentration in der NaCl-Kontrollgruppe im Vergleich zu sham-
Gruppe (Abb. 14). 
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Die Applikation von G-CSF 16 h vor Ischämie hatte keinen Einfluss auf die AST-
Konzentration im Plasma.  
Die Injektion von G-CSF 1 h vor Ischämie verursachte einen dramatischen Anstieg 
der AST-Konzentration, während die Gabe von G-CSF 1 h vor Reperfusion die Enzymaktivi-
tät deutlich reduzierte (p=0,073).  
Nach Applikation von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie konnte ein signifikanter 
Anstieg der Plasma-AST-Konzentration nach I/R nachgewiesen werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Plasma-AST-Konzentration nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor Ischä-
mie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg 
KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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6.2.2.3 Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) 
 
Ischämie und Reperfusion verursachten eine Versechsfachung der GLDH-
Plasmakonzentration im Vergleich zur sham-Gruppe (p=0,060; Abb. 15).  
Die Applikation von G-CSF 16 h vor Ischämie konnte diesen Enzym-Anstieg um 70 % 
vermindern.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15: Plasma-GLDH-Konzentration nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1h vor Ischä-
mie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg 
KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
 
 
Die Gabe von G-CSF 1 h vor Ischämie führte ebenfalls zu einer Reduktion der Plas-
ma-GLDH-Konzentration. Die Applikation von G-CSF 1 h vor Reperfusion konnte die GLDH-
Aktivität signifikant auf sham-Niveau reduzieren.  
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Nach Applikation von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie zeigte sich ebenfalls eine 
reduzierte Freisetzung der Glutamatdehydrogenase aus dem Lebergewebe nach 90 Minuten 
Ischämie und 90 Minuten Reperfusion. 
 
 
6.2.2.4 Laktatdehydrogenase (LDH) 
 
Die spektrophotometrische Messung der Laktatdehydrogenase zeigte nach nach I/R 
eine 7-fach höhere Plasmakonzentration im Vergleich zur sham-Gruppe (Abb. 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 16: Plasma-LDH-Konzentration nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor Ischä-
mie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg 
KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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Die Behandlung mit G-CSF 16 h vor Ischämie und G-CSF 1 h vor Ischämie konnte 
die LDH-Plasmakonzentration nach 90 Minuten Ischämie und 90 Minuten Reperfusion nur 
minimal reduzieren. Die Gabe von G-CSF 1 h vor Reperfusion führte zu einer signifikanten 
Reduktion der LDH-Plasmaaktivität.  
Im Gegensatz dazu führte die Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie  
führte zu einer signifikanten Zunahme der Konzentration der Laktatdehydrogenase im Plas-
ma. 
 
 
6.3 Morphologie und Entzündung 
 
6.3.1 Histomorphologie 
 
6.3.1.1 Zytoplasmatische Vakuolisierung 
 
Ischämie und Reperfusion verursachten einen massiven Gewebeschaden und eine 
Störung der hepatozellulären Integrität, die sich in der deutlich erhöhten zytoplasmatischen 
Vakuolisierung widerspiegeln (Abb. 17).  
Die Vorbehandlung mit G-CSF 16 h vor Ischämie konnte die Vakuolisierung nur ge-
ringfügig reduzieren. Die Applikation von G-CSF 1 h vor Ischämie führte gar zu einer weite-
ren Verstärkung der zytoplasmatische Vakuolisierung. G-CSF 1 h vor Reperfusion führte zu 
einer deutlichen Protektion des Lebergewebes und reduzierte die zytoplasmatische Vakuoli-
sierung um 43 %.  
Die Injektion von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie führte zu einem massiven Le-
berzellschaden und verstärkte die I/R-induzierte zytoplasmatische Vakuolisierung um 90%. 
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Abbildung 17: Zytoplasmatische Vakuolisierung nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. 
Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor 
Ischämie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 
mg/kg KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
 
 
6.3.1.2 Zytoplasmatische Grobscholligkeit 
 
I/R verursachte weiterhin eine massive zytoplasmatische Grobscholligkeit (Abb. 18). 
Die Vorbehandlung mit G-CSF 16 h vor Ischämie konnte die Grobscholligkeit signifi-
kant vermindern.  
Hingegen hatte die Applikation von G-CSF 1 h vor Ischämie keinen Einfluss auf die 
zytoplasmatische Grobscholligkeit. Die Injektion von G-CSF 1 h vor Reperfusion verringerte 
das Ausmaß der Vergröberung des Cytoplasmas signifikant um knapp 50 %.  
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Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie hingegen führte zu einer signifikanten Zunahme 
der I/R-bedingten zytoplasmatischen Grobscholligkeit. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Zytoplasmatische Grobscholligkeit nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. 
Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor 
Ischämie (B; graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6),sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 
mg/kg KG 48 h vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). 
Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
 
 
6.3.1.3 Sinusoidale Kongestion 
 
Als weiterer histologischer Parameter der Organschädigung diente die sinusoidale 
Kongestion. I/R war mit einer massiven Kongestion hepatischer Sinusoide assoziiert (Abb. 
19).  
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Sowohl die Vorbehandlung der Tiere mit G-CSF 16 h vor und 1h vor Ischämie, als 
auch die Injektion von G-CSF 1 h vor Reperfusion führten zu einer deutlichen Reduktion der 
sinusoidalen Kongestion um 50 %, 30 %, beziehungsweise 40 %.  
Die Gabe von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie führte zu einer signifikanten Ver-
stärkung der I/R-induzierten sinusoidalen Kongestion. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: Sinusoidale Kongestion nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere 
wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor Ischämie (B; 
graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg KG 48 h 
vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (schwarze 
Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). Mittelwert ± 
SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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6.3.1.4 Leukozyteninfiltration 
 
Übereinstimmend mit den Ergebnissen der Intravitalmikroskopie zeigte die histologi-
sche Analyse der Leukozyteninfiltration eine massive Akkumulation von Leukozyten nach 90 
Minuten Ischämie und 90 Minuten Reperfusion (Abb. 20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Leukozyteninfiltration nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere 
wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (A; graue Säule; n=6), 1 h vor Ischämie (B; 
graue Säule; n=8) und 1 h vor Reperfusion (C; graue Säule; n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg KG 48 h 
vor Ischämie (D; graue Säule; n=9). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (schwarze 
Säulen; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). Mittelwert ± 
SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
 
 
Die Vorbehandlung mit G-CSF 16 h vor Ischämie vermochte die Anzahl infiltrierender 
Leukozyten signifikant um 62 % zu senken. Ebenfalls führten die Gabe von G-CSF 1 h vor 
Ischämie und G-CSF 1 h vor Reperfusion zur deutlichen Reduktion der in das Lebergewebe 
infiltrierten Leukozyten.  
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Erwartungsgemäß führte die Gabe von Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie zu einer 
nahezu vollständigen Aufhebung der Leukozyteninfiltration nach I/R. 
 
 
6.3.2 Entzündungsmediatoren  
 
6.3.2.1 Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-α) 
 
I/R verursachte einen signifikanten Anstieg der TNF-α-Plasmakonzentration (Tab. 7). 
Die Applikation von G-CSF 16 h vor Ischämie hatte keine Auswirkungen auf die I/R-
induzierte TNF-α-Freisetzung, wohingegen die Gabe von G-CSF 1 h vor Ischämie die TNF-α 
Konzentration signifikant auf nahezu sham-Niveau reduzierte.  
Durch Applikation von G-CSF 1 h vor Reperfusion sowie Vorbehandlung mit Nitrogen 
Mustard 48 h vor Ischämie wurde die I/R-induzierte TNF-α-Freisetzung sogar um 47 % be-
ziehungsweise 38 % erhöht. 
 
  
TNF-α [pg/ml] IL-6 [pg/ml] IL-10 [pg/ml] 
        
sham 
  6,91 ± 5,86   346,14 ± 114,31   86,82 ± 35,60 
I/R&NaCl 
 21,97 ± 4,79#  2010,39 ± 490,92#   322,96 ± 59,99# 
I/R&G-CSF 16 h vor I 19,75 ± 5,47 2106,92 ± 720,99  246,44 ± 56,78 
I/R&G-CSF 1 h vor I 
   9,81 ± 2,24* 2480,14 ± 477,28    435,62 ± 150,39 
I/R&G-CSF 1 h vor R 32,41 ± 8,20   1703,88 ± 1129,08  193,27 ± 77,50 
I/R&NM 48 h vor I 30,37 ± 5,70    5527,40 ± 1407,77*  406,74 ± 72,42 
 
Tabelle 7: TNF-α-, IL-6- und IL-10-Plasmakonzentrationen nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reper-
fusion. Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 16 h vor Ischämie (n=6), 1 h vor Ischämie 
(n=8) und 1 h vor Reperfusion (n=6) sowie mit Nitrogen Mustard 1,75 mg/kg KG 48 h vor Ischämie (n=9). NaCl-
vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische 
Kontrollen (n=7). Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl 
 
 
6.3.2.2 Interleukin-6 (IL-6) 
 
Nach Ischämie und Reperfusion war die Plasmakonzentration von Interleukin-6 im 
Plasma signifikant um mehr als das Fünffache im Vergleich zu sham-operierten Tieren er-
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Die Gabe von G-CSF 16 h vor Ischämie und G-CSF 1 h vor Ischämie führten zu kei-
ner wesentlichen Veränderung der IL-6-Plasmakonzentration. Ebenso bewirkte die Injektion 
von G-CSF 1h vor Reperfusion keine Reduktion der IL-6-Plasmakonzentration.  
Hingegen führte die Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie zu einer 
Verdoppelung der post-ischämischen Plasmakonzentration von IL-6. 
 
 
6.3.2.3 Interleukin-10 (IL-10) 
 
I/R verursachte weiterhin eine signifikant erhöhte IL-10-Plasmakonzentration im Ver-
gleich zu sham-operierten Tieren (Tab. 7).  
Durch Applikation von G-CSF 16 h vor Ischämie kam es zu einer leichten Reduktion, 
wohingegen die Gabe von G-CSF 1 h vor Ischämie die IL-10-Plasmakonzentration um 35 % 
steigerte. Durch Gabe von G-CSF 1 h vor Reperfusion konnte der I/R-induzierte Anstieg von 
IL-10 um 40% reduziert werden. 
Nach Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard 48 h vor Ischämie war die I/R-induzierte 
IL-10-Plasmakonzentration um 25 % im Vergleich zu ischämischen Kontrolltieren erhöht. 
 
 
6.4 Proteinbiochemische Analysen 
 
6.4.1 Immunhistochemie 
 
Nach Ischämie und Reperfusion zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Expression 
der Transkriptionsfaktoren pSTAT-5 und NF-κB sowie von iNOS und des G-CSF-Rezeptors 
(Abb. 21). 
Die Gabe von G-CSF 1h vor Reperfusion führte zu einer leichten Expressionsredukti-
on von pSTAT-5 und NF-κB. 
Die Applikation von G-CSF 1h vor Reperfusion führte weiter zu einer drastischen Re-
duktion der iNOS-Expression, während sich keine Effekte auf die I/R-bedingte G-CSF-
Rezeptor-Expression nachweisen ließen. 
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Abbildung 21: Immunhistochemische Analysen nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Ver-
suchstiere wurden vorbehandelt mit 50 µg/kg KG G-CSF 1 h vor Reperfusion (graue Säule; n=6), (A; pSTAT-5 
positive Zellen pro HPF); (B; NF-κB positive Zellen pro HPF; (C; iNOS-Expression); (D; G-CSF-Rezeptor-
Expression). NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (schwarze Säulen; n=8); sham-
operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säulen; n=7). Mittelwert ± SEM, #p<0,05 vs. 
sham, *p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
 
 
6.4.2. Western Blot 
 
Ischämie und Reperfusion führten zu einer massiven Zunahme der cleaved      
Caspase-3 Expression. Ebenso konnte ein Anstieg von HO-1 und der Transkriptionsfaktoren 
NF-κB und pSTAT5 festgestellt werden (Abb. 22 bis 25).  
Die Applikation von G-CSF 1 h vor Reperfusion bewirkte eine signifikante Verminde-
rung der HO-1 Expression. Des Weiteren kam es zur deutlichen Reduktion der Expression 
von cleaved Caspase-3, NF-κB und pSTAT5. 
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Abbildung 22: Quantitative Auswertung der cleaved Caspase-3 Expression (A; graue Säule; n=6) und Darstel-
lung der Western Blots (B) nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere wurden 
vorbehandelt mit 50 µg/kg KG 1 h vor Reperfusion. NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen 
(schwarze Säule; n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säule; n=7). Mittel-
wert ± SEM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 23: Quantitative Auswertung der HO-1-Expression (A; graue Säule; n=6) und Darstellung der Western 
Blots (B) nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 50 
µg/kg KG 1 h vor Reperfusion. NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (schwarze Säule; 
n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säule; n=7). Mittelwert ± SEM, 
*p<0,05 vs. I/R & NaCl. 
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Abbildung 24: Quantitative Auswertung der NF-κB-Expression (A; graue Säule; n=6) und Darstellung der We-
stern Blots (B) nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 
50 µg/kg KG 1 h vor Reperfusion. NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (schwarze Säule; 
n=8); sham-operierte Tiere dienten als nicht-ischämische Kontrollen (weiße Säule; n=7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: Quantitative Auswertung der pSTAT5-Expression (A; graue Säule; n=6) und Darstellung der We-
stern Blots (B) nach 90-minütiger Ischämie und 90-minütiger Reperfusion. Versuchstiere wurden vorbehandelt mit 
50 µg/kg KG 1 h vor Reperfusion. NaCl-vorbehandelte Tiere dienten als ischämische Kontrollen (schwarze Säule; 
n=8); sham-operierte Tiere dienten als nichtischämische Kontrollen (weiße Säule; n=7). Mittelwert ± SEM, 
#p<0,05 vs. sham. 
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7 Diskussion 
 
7.1 Diskussion von Material und Methoden 
 
7.1.1 Diskussion der Modelle 
 
Die vorliegende Untersuchung diente der Analyse der Auswirkungen einer Vorbe-
handlung mit G-CSF und Nitrogen Mustard auf den I/R-induzierten Reperfusionsschaden  
der Leber im Vergleich zu nicht vorbehandelten Versuchstieren. Das Ziel der Studie umfaßte 
die Beobachtung und Erklärung mikrohämodynamischer, zellulärer und molekularer Mecha-
nismen nach jeweils neunzig Minuten Ischämie und Reperfusion. Die Experimente wurden 
an spontan atmenden, laparotomierten Ratten in intraperitonealer Anästhesie durchgeführt.  
 
Experimentelle Untersuchungen zum Studium pathophysiologischer Mechanismen 
der Leberzellschädigung nach Ischämie und Reperfusion können grundsätzlich anhand iso-
lierter Zellen [JAESCHKE et al., 1992; MAYADAS et al., 1993; RAUEN et al., 1994], an iso-
liert perfundierten Organen [RAO et al., 1990; KONNO et al., 1992; WETTSTEIN und 
HAUSSINGER,  1994] oder an intakten Organismen [JAESCHKE und FARHOOD, 1991; 
MENGER et al., 1991b; VOLLMAR et al., 1997, 1998; BURKHARDT et al., 1998] durchge-
führt werden. Die problembezogene Auswahl des jeweiligen Studienmodells anhand zugrun-
de liegender Fragestellungen und Hypothesen [WORTHA und ADAMS, 1992] gilt hierbei als 
zu beachtende Voraussetzung. Die Betrachtung von Zellkulturen, insbesondere Hepatozy-
ten, Geweben oder Organen nach Hypoxie und folgender Reoxygenierung erweist sich zur 
Aufklärung zellulärer Mechanismen [LITTAUER und DE GROOT, 1992; HASHIMOTO et al., 
1994] und deren Interaktionen im  Zellverband [SCHMID-SCHÖNBEIN et al., 1980; BAR-
GATZE et al., 1994] als vielversprechend. Jedoch bleiben durch die modellbedingte, isolierte 
Betrachtungsweise die komplexen Interaktionen von Zellkompartimenten und Organsyste-
men im Organismus und deren mikrozirkulatorisch-hämodynamische Einflussnahmen 
[VOLLMAR et al., 1996], die durch neuronale Steuerungsmechanismen, entstehende Meta-
bolite und aktivierte humorale Kaskaden vermittelt werden, unberücksichtigt [MCCUSKEY 
1986]. Dies erweist sich in der Praxis als gravierender Nachteil. Dagegen erlauben in vivo-
Modelle, wie auch das in der vorliegen Studie gewählte, die Berücksichtigung interferieren-
der lokaler und systemischer sowie positiver und negativer Rückkopplungsmechanismen in 
der Regulation und Kontrolle komplexer physiologischer und pathophysiologischer Prozesse 
[MENGER und MESSMER, 1993b]. 
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Die im Rahmen der chirurgischen Präparation der Versuchstiere und der intravital-
mikroskopischen Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation notwendige Anästhesie 
erfolgte durch intraperitoneale Applikation von Pentobarbital. Hierbei ist auf die exakte Dosie-
rung (50mg/kg Körpergewicht) zu achten, um unerwünschte Nebenwirkungen wie Blutdruck-
abfall, Atemdepression und Einschränkungen der Herzfunktion [LONGNECKER und SEYDE, 
1986] zu minimieren. Des Weiteren bewirken Barbiturate aufgrund ihrer bekannten Verstoff-
wechselung durch die Leber die Freisetzung leberspezifischer Enzyme. Dies muss in Ver-
suchsanordnungen, die das Ausmaß der Leberzellschädigung anhand des Anstiegs leber-
spezifischer Transaminasen im Serum bestimmen, berücksichtigt werden. 
Das in dieser Studie verwendete chirurgische Modell erfordert die Laparotomie der 
Versuchstiere, die Präparation der Leber, sowie die Auslagerung des linken Leberlappens 
zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation. Hierbei be-
steht potentiell die Möglichkeit einer gravierenden Alteration der Leberdurchblutung infolge 
des unabdingbaren chirurgischen Traumas [GELMAN, 1976; GELMAN et al., 1987]. Mittels 
Intravitalmikroskopie sind vergleichende Messungen am nicht-narkotisierten, nicht-
laparotomierten Tier aus methodischen und ethischen Gründen nicht durchführbar [VOLL-
MAR et al., 1997]. Allerdings zeigten sowohl die in dieser Studie vorgenommenen Bestim-
mungen der Leberenzyme, als auch die Auswertung der lichtmikroskopischen Präparate 
keine Hinweise auf einen funktionellen oder strukturellen Schaden des Leberparenchyms 
innerhalb der Kontrollgruppe. Darüber hinaus lag die sinusoidale Perfusionsrate unter Kon-
trollbedingungen mit annähernd 100% innerhalb des physiologischen Bereichs [MENGER et 
al., 1991b; POST et al., 1993b].  
Zur Intravitalmikroskopie wurden die Tiere um 45°  in der Sagittalebene nach links 
geneigt, und der linke Leberlappen mit seiner Unterseite nach oben rotiert. So konnte ein 
Plastilinbett der Leberoberfläche entsprechend angepasst und eine Beeinträchtigung der 
Perfusionssituation durch Zug oder Torsion am Gefäßstiel vermieden werden. Bei der Ausla-
gerung kam der linke Leberlappen mit der Unterseite nach oben horizontal in Herzhöhe des 
Versuchstieres zu liegen, wodurch ein hydrostatischer Effekt, der die hepatische Mikrozirku-
lation und den venösen Rückstrom zu Herzen beeinflussen könnte, ausgeschlossen wurde.    
 
 
7.1.2 Ischämie und Reperfusion (I/R) der Leber 
 
Zur Induktion der Ischämie erfolgte die selektive Okklusion der arteriellen und portal-
venösen Äste des linken Leberlappens der Versuchstiere mit Hilfe eines Gefäßclips [NAUTA 
et al., 1990]. Unmittelbar nach Wiedereröffnen des Clips begann die Phase der Reperfusion.  
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Aufgrund der loblären Struktur der Rattenleber und der damit verbundenen guten 
Darstellungsmöglichkeit der hilären Gefäße gestaltete sich deren Okklusion als unproblema-
tisch. Nach korrekter Positionierung des Gefäßclips und der somit beginnenden Hypoxie 
blasste das von der Blutversorgung ausgeschlossene Gewebe sofort ab und verfärbte sich 
im Verlauf livide. 
Ischämie mit Unterbrechung der hepatischen Mikrozirkulation kann prinzipiell durch 
Verschluss des Ligamentum hepatoduodenale, was zur Ischämie der gesamten Leber führt, 
oder durch selektive Ischämie eines oder mehrer Leberlappen induziert werden. Die Okklu-
sion des Ligamentum hepatoduodenale führte Pringle Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts 
zur Blutstillung bei traumatischen Leberparenchymverletzungen in die chirurgische Praxis ein 
[PRINGLE, 1908]. 
Diese Technik ist noch heute unter dem Namen „Pringle-Manöver“, bzw. „portal triad 
cross-clamping“ im anglo-amerikanischen Sprachraum bekannt.  
Neben den ischämiebedingten Schädigungen des Leberparenchyms beinhaltet die-
ses Verfahren jedoch pathophysiologische Auswirkungen auf den gesamten Organismus, 
welche durch die komplette Unterbrechung des Pfortaderkreislaufs mit konsekutiver venöser 
Kongestion im Splanchnikusgebiet hervorgerufen werden. Von besonderer Bedeutung ist 
dabei die bis zu 60%ige Reduktion des zirkulierenden Blutvolumens [BEACH et al., 1965; 
DELVA et al. 1989; GONCE et al., 1995], welche aus der Blockierung des intestinalen Kreis-
laufs und einer massiven Flüssigkeitstranssudation in den interstitiellen Raum, vornehmlich 
des Darms resultiert [KAWAMOTO et al., 1991]. Daraus folgt eine systemische Hypotension, 
eine Hämokonzentration, sowie ein portalvenöses „pooling“ des Blutes [VOLLMAR et al., 
1996]. Der Zirkulationsstillstand im Splanchnikusgebiet verursacht aufgrund von Hypoxie und 
anaerobem Stoffwechsel eine zunehmende Laktatazidose und Hyperkaliämie [JOLLY und 
FOSTER, 1963; ALMERSJO et al., 1971; VAN DER MEER et al., 1986; GONCE et al., 
1995]. Nach Wiedereröffnung des portalvenösen Kreislaufs kommt es im Anschluss zu einer 
massiven Einschwemmung saurer Metabolite  in  den systemischen Kreislauf, was wiederum 
als Hauptursache für die Letalität des Eingriffes verantwortlich gemacht wird [BEACH et al., 
1965]. 
Experimentelle Studien zur Pfortaderokklusion in verschiedenen Spezies divergieren 
hinsichtlich der maximal tolerierbaren Ischämiedauer [CHILD et al., 1950; BEACH et al., 
1965; NORDLINGER et al., 1980; GONCE et al., 1995]. Dies liegt offenbar in der unter-
schiedlichen Ausprägung portosystemischer Shunts begründet, welche einen protektiven 
Effekt in Bezug auf die portalvenöse Kongestion haben [MACKENZIE et al., 1977; NORD-
LINGER et al., 1980], so dass diesbezüglich tierexperimentelle Ergebnisse nicht ohne weite-
res auf den menschlichen Organismus übertragbar sind [HUGUET et al., 1978; DELVA et al., 
1987]. Da in der vorliegenden Studie die hepatische Mikrozirkulation nach Ischämie und Re-
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perfusion ohne die im Rahmen einer Pfortaderokklusion auftretende venöse, intestinale Kon-
gestion untersucht werden sollte, beschränkte sich die Ischämie auf den linken Leberlappen. 
Darüber hinaus lässt die in dieser Studie gewählte Ischämiezeit von 90 Minuten die Okklusi-
on des Ligamentum hepatoduodenale nicht zu, da im Gegensatz zum Menschen [HUGUET 
et al., 1978; DELVA et al., 1987; HUGUET et al., 1992b] oder Schwein [NORDLINGER et al., 
1980] eine solch lange Ischämiedauer der Leber mit konsekutiver venöser Kongestion des 
Darmes bei der Ratte mit dem Überleben nicht vereinbar ist [MEJIA, 1964; NORDLINGER et 
al.,1980; GONCE et al., 1995]. Das in dieser Studie verwendete Modell reproduziert somit 
die Pathophysiologie von langandauernder Ischämie/Reperfusion der Leber, wie sie einer 
kompletten Pfortaderokklusion mit portosystemischem Shunt entsprechen würde, ist jedoch 
technisch leichter durchführbar und standardisierbar [FERGUSON et al., 1993].  
 
 
7.1.3 Diskussion der Untersuchungstechniken 
 
Als Untersuchungstechnik der hepatischen Mikrozirkulation nach Ischämie und Re-
perfusion diente die intravitale Fluoreszenzmikroskopie. Seit Mitte des 17. Jahrhunderts 
kommen Mikroskope zur Erforschung der Mikrozirkulation in der Wissenschaft zum Einsatz. 
So entdeckte Marcello Malpighi 1661 das Kapillarbett als Verbindung des arteriellen und 
venösen Gefäßsystems. Antony van Leuwenhook widmete 1674 seine Studien der kapillaren 
Fließgeschwindigkeit von Erythrozyten [SLAAF et al., 1986]. Seit dieser Zeit ist die Untersu-
chung struktureller und funktioneller Eigenschaften des mikrovaskulären Gefäßbetts zahlrei-
cher Organe das Ziel mikroskopischer in vivo Studien, wobei die Intravitalmikroskopie als so- 
genannte direkte Technik die Möglichkeit bietet, dynamische Prozesse über einen längeren 
Zeitraum detailliert und quantitativ zu analysieren [MCCUSKEY 1986; ZEINTL et al., 1986; 
MARZI et al., 1990; MENGER et al., 1991b; MENGER und VOLLMAR, 1994]. Auf diesen 
Eigenschaften beruhen die Vorteile und die prinzipielle Überlegenheit der intravitalen Mikro-
skopie in der Beobachtung der Mikrozirkulation gegenüber indirekten Verfahren, wie der La-
ser-Doppler-Flowmetrie [KOO et al., 1986; ARVIDSSON et al., 1988; ALMOND und 
WHEATLEY, 1992; MENGER und LEHR, 1993a; VOLLMAR et al., 1994b; WHEATLEY 
1994] und der 51Cr-Clearence-Technik [ARII et al., 1988]. 
Die H2-Gasclearence-Technik [SILVER, 1977; OHKAWA et al., 1984; GOUMA et al., 
1986], die Indocyaningrün-Clearence-Technik [FARKOUH et al., 1971; LEBREC et al., 1981] 
und die Radiogoldpartikel-Clearence-Technik [LEBREC et al., 1981] erweisen sich gegen-
über der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie aufgrund eingeschränkter Beobachtungspara-
meter als unterlegen. Die 99mTc-HIDA-Szintigraphie [ATALLA et al., 1985], die 125I-Albumin-
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Szintigraphie [SCHMELING et al., 1989; POGGETTI et al., 1992] sowie die histologische 
Analyse von injizierten Kohlenstoffpartikeln [AMES et al., 1968; STROCK und MAJNO., 
1969; KLONER et al.,1974; ENGLER et al., 1983; GOTO et al., 1992; JEROME et al., 1993] 
und die Elektronenmikroskopie [FLORES et al., 1972; BOUWENS et al., 1986; MCKEOWN 
et al., 1988; BABBS et al., 1991; CALDWELL-KENKEL et al., 1991; DEL ZOPPO et al., 
1991; ODA et al., 1991] sind nicht oder nur eingeschränkt in der Lage, die dynamischen As-
pekte der Perfusion wiederzugeben. Weitere Nachteile gegenüber der Intravialmikroskopie 
zeigen sich bei der 3H-Thymidin–Markierung [BOUWENS et al., 1986], der Myeloperoxidase-
Aktivitätsmessung [GRISHAM et al., 1986; GRISHAM et al., 1988; CARDEN 1990], der Par-
tialdruckmessung des Gewebesauerstoffs [DULING und BERNE, 1970; SILVER, 1977; 
METZGER und SCHYWALSKY, 1992], der Rückstreuspektrophotometrie [TE KOEPPLE et 
al., 1990; GOTO et al., 1992; SEIYAMA et al., 1994], der Thermodilutionsmethode [SATO, 
1987] sowie bei Elektronen-Spin-Resonanz-Messungen [KUNZ et al., 1991; CONNOR et 
al.,1992; SHIRATORI et al., 1994], Indikatorverdünnungsmethoden [LAPOINTE und OLSON, 
1989] oder polarographischen Verfahren [KOBAYASHI et al., 1990]. 
Durch die Vielzahl der intravitalmikroskopisch erfassbaren Parameter ist eine „on-
line“, d.h. Echtzeit-Analyse der Mikrozirkulation nicht realisierbar. Aus diesem Grund ist eine 
Dokumentation der mikroskopischen Bilder mit Hilfe einer hoch auflösenden CCD-Kamera 
[HIRAOKA et al., 1987] und einer Videoaufzeichnungseinheit [ELLIS et al., 1986; 
MCCUSKEY 1986] unerlässlich. Die Quantifizierung der einzelnen Parameter kann somit 
nach Abschluss der einzelnen Experimente durch wiederholte Analyse der einzelnen Bildse-
quenzen erfolgen, wobei mittels Zeitlupe, Bild-zu-Bild-Analyse oder Standbildern auch kom-
plexe, rasch ablaufende Vorgänge erfasst werden können [ELLIS et al., 1986; MENGER et 
al., 1991b; MENGER und LEHR, 1993a]. 
Die „off-line“-Auswertung der Videosequenzen kann sowohl manuell, als auch Com-
puter gestützt – halb- oder vollautomatisch – erfolgen [INTAGLIETTA und TOMPKINS, 1973; 
INTAGLIETTA et al., 1975; ELLIS et al., 1986]. Eine digitalisierte Analyse mittels Computer-
Video-System bietet vor allem den Vorteil einer wesentlich rationelleren Quantifizierung der 
untersuchten Parameter, wodurch in kurzer Zeit eine sehr große Datenmenge verarbeitet 
werden kann [ELLIS et al., 1986]. Die prinzipiellen Probleme der Computer-gestützten Video-
Analyse bestehen in der Notwendigkeit eines konstanten, hohen Signalverhaltens der zu 
untersuchenden Objekte sowie in der Beeinflussung der Auswertung durch Bewegungsarte-
fakte [ZEINTL et al., 1986]. Obwohl automatisierte Verfahren zur Analyse der hepatischen 
Mikrozirkulation bereits zur Anwendung kamen [KOO und LIANG, 1977; KOMATSU et al., 
1990], ergeben sich jedoch gerade im Falle der Intravitalmikroskopie der Rattenleber 
Schwierigkeiten aufgrund von Atemexkursionen, die dem Organ durch die Zwerchfellbewe-
gungen widerfahren. Die absolute Ruhigstellung des Organs kann auch durch ein zwischen 
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Leber und Diaphragma positionierten Metallschild, welches die Übertragung von Atemexkur-
sionen und Herzaktionen auf die Leber minimieren soll [KOO et al., 1988; KOMATSU et al., 
1990] nicht erreicht werden, da die Leber an der Area nuda mit dem Zwerchfell verwachsen 
ist.  
In dem von uns gewählten Modell wurde der linke Leberlappen auf eine mittels Plasti-
linmasse der Leberoberfläche genau angepasste Metallschale ausgelagert. Die somit er-
reichte Ruhigstellung des Untersuchungsobjektes reichte zur manuellen Auswertung der 
mikrozirkulatiorischen Parameter völlig aus [CLEMENS et al., 1985; MARZI et al., 1991; 
MENGER et al., 1991b; MACPHEE et al., 1992; FERGUSON et al., 1993; POST et al., 
1993a; VOLLMAR et al., 1994a]. Auf eine Computer-gestützte Analyse konnte somit verzich-
tet werden. 
 
Zur Analyse der hepatischen Mikrozirkulation stehen prinzipiell zwei Untersuchungs-
techniken zu Verfügung, die Epi-Illumination (Auflicht) und die Trans-Illumination (Durchlicht) 
[MCCUSKEY 1986; SLAAF et al., 1986]. Frühe intravitalmikroskopische Untersuchungen 
nutzten dabei vornehmlich die Trans-Illumination [KNISELY 1939; HANZON 1952; KNISELY 
et al., 1957; BLOCH 1955]. Im Falle der Leber wird damit jedoch die Beurteilung auf den 
äußeren Rand eines Leberlappens eingeschränkt. Die Analyse größerer Areale mit zahlrei-
chen Azini ist nicht möglich, und die innerhalb eines Experiments zu erhebende Datenmenge 
bleibt limitiert. Darüber hinaus zeigen Trans-Illuminations-Studien [EGUCHI et al., 1991] ge-
genüber Studien in Epi-Illuminations-Technik [POST et al., 1993b; VOLLMAR et al., 1993c] 
eine deutlich niedrigere sinusoidale Perfusionsrate unter physiologischen Bedingungen.  
Die für die trans-illuminatorische Untersuchung obligate Mikroskopie des äußeren 
Leberrandes birgt das Risiko einer präparationsbedingten, mechanischen Alteration des Or-
gans. Außerdem ist der Leberrand einer erhöhten Austrockungsgefahr während der Unter-
suchung ausgesetzt. Aufgrund dieser Nachteile wurde in der vorliegenden Studie die Epi-
Illuminations-Technik verwendet, die die Visualisierung der Mikrozirkulation an der Oberflä-
che massiver Organe ermöglicht. Dabei kann davon ausgegangen werden, dass zwischen 
den an der Leberoberfläche zu beobachtenden pathophysiologischen Prozesse und denen 
im tieferen Parenchym kein Unterschied bestehen [RAPPAPORT, 1958].   
Aufgrund der nur geringen Autofluoreszenz des Lebergewebes [HANZON 1952] ist 
hierbei die Verwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen zur Kontrastverstärkung erforderlich 
[DE BRUYN et al., 1950; GUMUCIO et al., 1981; SHERMAN und FISHER, 1986; VOLLMAR 
et al., 1994c]. Zur Darstellung der Perfusionsverhältnisse diente der Farbstoff Natrium-
Fluoreszein, der zu Beginn der intravitalmikroskopischen Aufnahmen i.v. appliziert wurde. In 
der geeigneten Dosis (2µmol/kg Körpergewicht) wurde damit eine optimale Kontastverstär-
kung der intravitalmikroskopischen Videoaufnahmen erzielt, d.h. die Sinusoide blieben über 
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ihren gesamten Verlauf innerhalb des Azinus von periportal bis perizentral gut darstellbar. 
Die Markierung der Leukozyten erfolgte mittels Rhodamin-6G, das in adäquater Dosierung 
(0,1µmol/kg Körpergewicht i.v.) eine ausreichende Detektion der fließenden und stagnieren-
den Leukozyten ermöglicht [BAATZ et al., 1995].  
 
Durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen wie Rhodamin-6G ist eine Beein-
flussung der Untersuchungsergebnisse denkbar. Rhodamin-6G beeinflußt die oxidative 
Phosphorylierung auf mitochondrialer Ebene sowohl durch die Hemmung der ATP-Hydrolyse 
und –Synthese als auch durch Hemmung des Transports von H+-Ionen aus den Mitochon- 
drien [HIGUTI et al., 1980; BEREITER-HAHN et al., 1983; DIETZMANN et al., 1987], was 
eine Interferenz zwischen Farbstoff und Atmungskette bedeutet. Die gewählte Dosierung 
macht allerdings eine Störung der Atmungskette, und somit eine Auswirkung auf die Ergeb-
nisse, aufgrund pharmakologisch-toxischer Eigenschaften des Farbstoffes, unwahrscheinlich     
[EGUCHI et al., 1991]. Des Weiteren kann eine längere Lichtexposition während der Intravi-
talmikroskopie intrazelluläre photodynamische Prozesse induzieren, weshalb die Belichtung 
eines Gesichtsfeldes auf maximal 60 Sekunden und die Gesamtdauer der Mikroskopie auf 
10-15 Minuten beschränkt wurde [MENGER et al., 1991b]. Bei der Auswahl der Gesichtsfel-
der wurde die wiederholte Mikroskopie in der Nähe bereits belichteter Gesichtfelder vermie-
den, was sich aufgrund der zur Verfügung stehenden Leberoberfläche von circa 7 cm² gut 
realisieren ließ.  
Zur quantitativen „off-line“- Auswertung der einzelnen Videosequenzen wurde jeweils 
ein elliptisches Overlay als Schablone auf den Bildschirm gelegt. Dieses wurde in Größe und 
Form an das auszuwertende Lobulussegment angeglichen und entspricht einem sechstel 
Lobulus. In der Schablone waren sowohl Zentralvene als auch Periportalfeld enthalten. So-
mit wird die Umrechnung der anhand eines Overlays gewonnenen Daten auf die Fläche ei-
nes Lobulus ermöglicht. Des Weiteren erlaubt die Verwendung elliptischer Overlays eine 
Unterteilung des Azinus in drei Segmente gleicher Länge [RAPPAPORT, 1973; GUMUCIO 
et al., 1981; GUMUCIO 1989], wodurch alle analysierten Parameter getrennt für die subazi-
nären Regionen periportal, midzonal und perizentral zu erheben sind. Diese Vorgehensweise 
erlaubt eine detaillierte, quantitative und hinsichtlich der Lokalisation aller betrachteten Phä-
nomene differenzierte Analyse der hepatischen Mikrozirkulation, welche bereits in vergleich-
baren Studien etabliert wurde [MENGER et al., 1991b; POST et al., 1993b; VOLLMAR et al., 
1993a; VOLLMAR et al., 1994c]. In der vorliegenden Studie wurde somit jeder Parameter für 
jeden Sinusoid getrennt erhoben. Dieses Vorgehen minimierte das Risiko fehlerhafter Be-
rechnungen aufgrund zu kleiner Messwerte oder unzureichender Berücksichtigung der sinu-
soidalen Tortuosität.  
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Nach der Applikation von Natrium-Fluoreszein konnte die sinusoidale Perfusion quan-
titativ beurteilt werden. Die Quantfizierung der sinusoidalen Perfusionsrate erfolgte mittels 
der erwähnten elliptischen Overlays. Ergänzend wurden Messungen der Erythrozytenfließ-
geschwindigkeit in den postsinusoidalen Venulen computergestützt durchgeführt. 
Neben der in der vorliegenden Arbeit praktizierten Vorgehensweise stehen alternative 
Verfahren zur  Analyse der sinusoidalen Perfusion zur Verfügung. Unter Einsatz der Intravi-
talmikroskopie und eines Mikro-Spektrophotometers ist es möglich, Erythrozyten-Flux, Sau-
erstoffgehalt, und Oxygenierung des erythrozytären Hämoglobins im Blut einzelner Sinusoi-
de zu bestimmen [SEIYAMA et al., 1994]. Damit ist eine sehr differenzierte, quantitative Ana-
lyse der nutritiven Perfusion und Sauerstoffversorgung des Organs möglich. Da jedoch die 
sequentielle Untersuchung jedes einzelnen Sinusoids einen vergleichsweisen hohen Zeit-
aufwand in Anspruch nimmt und darüber hinaus nicht „off-line“ durchgeführt werden kann, 
wird die Anzahl der innerhalb eines Experiments durchführbaren Messungen limitiert. Aus 
den genannten Gründen ist die von uns gewählte Methode die differenzierteste zur Analyse 
der sinusoidalen Perfusion und bietet darüber hinaus die Möglichkeit, innerhalb eines Expe-
riments eine große Anzahl von Daten mittels „off-line“ Analyse zu erheben. 
 
Zur Messung der Leberschädigung wurde, wie im Klinikalltag seit Jahrzehnten fest 
etabliert, am Versuchsende die Aktivität der leberspezifischen Transaminasen laborchemisch 
bestimmt. Damit ist sowohl das Ausmaß der Gewebealteration, als auch die Qualität der 
Schädigung bestimmbar. Erstere nimmt mit der Dauer der Hypoxie [FARKOUH et al., 1971] 
und der Anzahl der Zellen mit beeinträchtigter Integrität zu [SCHMIDT und SCHMIDT, 1987]. 
Die Enzymtopographie der Zelle [NISHIMURA et al., 1986; SCHMIDT und SCHMIDT., 1989] 
und damit die Lokalisation innerhalb der einzelnen Kompartimente [SCHMIDT und 
SCHMIDT, 1987; SCHMIDT und SCHMIDT, 1988] erlauben die qualitative Analyse des Ge-
webeschadens. Die ubiquitär mit Zelldestruktion korrelierende Aktivitätssteigerung der Lak-
tatdehydrognase im Serum wurde ebenfalls bestimmt. Eine vermehrte Freisetzung dieser 
Enzyme mit konsekutiver, messbarer Aktivitätserhöhung erfolgt im Rahmen pathophysiologi-
scher Prozesse, die mit einer Beeinträchtigung der hepatozellulären Integrität einhergehen 
[SCHMIDT und SCHMIDT, 1987]. So zeigt sich ein mit der Dauer der Leberischämie korre-
lierender Anstieg der Serumaktivitäten der Aspartat-Aminotransferase (AST) und der Alanin-
Aminotransferase (ALT) [FARKOUH et al., 1971].   
Die Enzymtopographie der Zelle ermöglicht die Lokalisation des durch Ischämie und 
Reperfusion entstandenen Schadens, so dass eine Aussage über den Schweregrad einer 
Leberschädigung getroffen werden kann [NISHIMURA et al., 1986; SCHMIDT und 
SCHMIDT, 1989]. Zytosolische Enzyme (z.B. ALT) oder Ekto-Enzyme der Plasmamembran 
wie γ-Glutamyl-Transferase (γ-GT) oder alkalische Phosphatase (AP) gelangen bereits bei 
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leichteren Zellschäden in den extrazellulären Raum, wodurch eine Zunahme der entspre-
chenden Enzymaktivitäten im Serum resultiert [SCHMIDT und SCHMIDT, 1987]. Ein Anstieg 
der Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) – welche innerhalb der Mitochondrienmatrix lokalisiert 
ist – kann als schwere, die Mitochondrienstruktur einbeziehende Zellschädigung aufgefasst 
werden [SCHMIDT und SCHMIDT, 1987; SCHMIDT und SCHMIDT, 1988]. Darüberhinaus 
kann aus der Änderung des Enzymmusters von AST und ALT auf die Schwere der Leber-
schädigung zurück geschlossen werden. Während die ALT ein ausschließlich zytoplasmati-
sches Enzym darstellt, ist die AST sowohl im Zytoplasma als auch in den Mitochondrien lo-
kalisiert [KAMIIKE et al., 1982]. Leichtere Zellschäden verursachen somit die Freisetzung 
von ALT und der zytoplasmatischen AST; erst bei ausgeprägter Schädigung wird auch die 
Aktivität der mitochondrialen AST ansteigen, wodurch sich das Verhältnis AST/ALT zu grö-
ßeren Werten hin verschiebt [KLEINE 1965; KAMIIKE et al., 1982; FREDERIKS et al., 1983; 
NISHIMURA et al., 1986]. 
Als Maß der systemischen Entzündungsreaktion wurden die Plasmakonzentrationen 
der an Inflammation maßgeblich beteiligten Zytokine TNF-α, IL-6 und IL-10 [STENVINKEL et 
al., 2005] mittels ELISA-Technik bestimmt.  
Die Quantifizierung der Expression der  für den I/R-induzierten Parenchymschaden 
repräsentativen Stessproteine wurde mittels immunhistochemischer beziehungsweise We-
stern Blot-Analysen durchgeführt, was in Laboren seit Jahrzehnten zur täglichen Praxis ge-
hört.  
 
 
7.2 Diskussion der Ergebnisse 
 
7.2.1 Schädigung des linken Leberlappens durch Ischämie und Re-
perfusion 
 
Die ischämische Schädigung der Leber mit darauf folgender Reperfusion stellt im ge-
genwärtigen Klinikalltag bei Leberresektionen, Sepsis, Lebertraumata, hypovolämischem 
Schock und Lebertransplantationen ein häufiges Problem dar [RAMALHO et al., 2006]. Der 
Zusammenbruch der Mikrozirkulation führt zu einer Beeinträchtigung der Versorgung der 
Zellen mit Sauerstoff und energiereichen Substraten, sowie einer Akkumulation von Metabo-
liten und Abfallprodukten. Die Zellen werden durch den ineffektiveren anaeroben Stoffwech-
sel mit Energie versorgt. Dennoch kann der Energiebedarf des Parenchyms nicht gedeckt 
werden, was den Verlust der Zellintegrität und schlussendlich den Zelltod zur Folge hat. Dar-
über hinaus kommt es zur Aktivierung komplexer vasoaktiver Mediatorkaskaden im Orga-
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nismus, die eine Vasokonstriktion und eine Veränderung der Perfusion und damit der Sauer-
stoffversorgung des Gewebes zur Folge haben. Weiterhin münden diese Kaskaden in einer 
Aktivierung der Gerinnung sowie in einer Induktion der Inflammation [RAMALHO et al., 
2006]. Trotz wiedereinsetzender Reperfusion steigen Morbidität und Mortalität der Patienten 
durch diese pathophysiologischen Phänomene signifikant an [BANGA et al., 2005].  
In verschiedenen vorangegangenen Studien konnte die Beeinträchtigung der Mikro-
zirkulation nach Ischämie und Reperfusion in unterschiedlichen Organsystemen nachgewie-
sen werden [BLANKENSTEIJN und TERPSTRA, 1991; CLAVIEN et al., 1992; MENGER et 
al., 1992a; MENGER et al., 1992b]. Dementsprechend zeigten auch die Versuche in der vor-
liegenden Studie einen signifikanten Anstieg nicht perfundierter Sinusoide während der Re-
perfusionsphase.  
Die Aktivierung sich antagonisierender vasokonstringierender und –dilatierender Me-
diatorkaskaden hat eine Veränderung des sinusoidalen Blutflusses zur Folge. Das Überwie-
gen von konstringierendem Endothelin gegenüber vasodilatierendem Stickstoffmonoxid im 
Leberparenchym in der frühen Reperfusionsphase wurde bereits intensiv erforscht [SERRA-
CINO-INGLOTT et al., 2000]. Die sinusoidale Konstriktion [YOKOYAMA et al., 2005] und das 
postischämische Anschwellen von Endothelzellen [VOLLMAR et al., 1994b] führen zu der 
auch in unseren Versuchen beobachteten signifikanten Reduktion der venulären Erythrozy-
ten-Fließgeschwindigkeit. Diese ist zudem partiell durch den signifikanten Abfall des syste-
mischen Blutdrucks während der Reperfusion bedingt [WAISMAN et al., 2003].  
Die verstärkte Transkription und Expression von Selektinen, ICAM-1 und VCAM-1 
führt im Zusammenwirken mit den oben genannten Veränderungen des mikrovaskulären 
Gefäßbetts zur massiven Rekrutierung, Stagnation und Migration von Leukozyten 
[JAESCHKE et al., 1990; VOLLMAR et al., 1996; SERRACINO-INGLOTT et al., 2000; 
JAESCHKE et al., 2003], was auch in der vorliegenden Studie sowohl in den Sinusoiden als 
auch in den postsinusoidalen Venulen zu beobachten war. Zwar verursacht die alleinige An-
wesenheit von Leukozyten keinen Perfusionsausfall [VOLLMAR et al., 1996b], durch Freiset-
zung von Proteasen und freien Sauerstoffradikalen sind sie jedoch am Reperfusionsschaden 
der Leber beteiligt [SERRACINO-INGLOTT et al., 2000]. Die exakte Beteiligung von Leuko-
zyten an der Induktion hepatozellulärer Apoptose ist bislang noch nicht vollständig aufgeklärt 
und wird kontrovers diskutiert. Wir konnten in Analogie zu weiteren Studien [CHEN et al., 
2006] einen signifikanten Anstieg der hepatozellulären Apoptoserate nach Ischämie und Re-
perfusion nachweisen. Diese gesteigerte Apoptoserate verzögert einerseits die unmittelbare 
Regeneration der Leberzellen [CHEN et al., 2006], stellt jedoch andererseits einen bedeu-
tenden Trigger für einsetzende Reparaturmechanismen des Gewebes dar [GHAVAMI et al., 
2005]. Ischämie und Reperfusion führten insbesondere in der Frühphase der Reperfusion zu 
einer massiven Schädigung der  Kupfferzellen, den ortsständigen Makrophagen der Leber 
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[SERRACINO-INGLOTT et al., 2000], was sich in einer signifikanten Beeinträchtigung der 
Phagozytoseaktivität widerspiegelt [WIEZOREK et al., 1994; VOLLMAR et al., 1994b]. In 
unseren Versuchen zeigte die quantitative Auswertung der frei fließenden Latexpartikel eine 
deutlich reduzierte Phagozytosekapazität der Kupfferzellen nach Ischämie und Reperfusion.   
Parallel zu den intravitalmikroskopisch untersuchten Parametern der Leberzellschä-
digung zeigten sich auch in der darauf folgenden histologischen Analyse der gewonnenen 
Präparate deutliche Zeichen der Parenchymalteration [RUDIGER et al., 2002; EL-GIBALY et 
al., 2004]. Nach Ischämie und Reperfusion imponierte das Gewebe inhomogen und grob-
schollig. Es fanden sich vermehrt Vakuolen, die Sinusoide zeigten eine markante Kongesti-
on. Die Chlorazetatesterase Färbung (CAE) der Gewebeschnitte zum lichtmikroskopischen 
Nachweis infiltrierter Leukozyten [MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2005] untermauerte die in 
der Intravitalmikroskopie beobachtete Leukozytenakkumulation.  
Als weiteres Maß des Leberzellschadens wurde - wie auch im klinischen Alltag - die 
Aktivitätssteigerung der zytoplasmatisch und mitochondrial lokalisierten Enzyme im Plasma 
herangezogen [VOLLMAR et al., 1996a; RUDIGER et al., 2002; LEE und LEE, 2005a]. Der 
signifikante Aktivitätsanstieg der Aspartat-Aminotransferase (AST) und der Alanin-
Aminotransferase (ALT) bestätigte laborchemisch den bereits intravitalmikroskopisch und 
histologisch nachgewiesenen Reperfusionsschaden. Der Anstieg der Plasmakonzentration 
der Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) repräsentierte die Schwere des Gewebeschadens, 
der sogar mit einer Störung der mitochondrialen Integrität einherging [GLANEMANN et al., 
2003]. Die Konzentrationszunahme der Laktat-Dehydrogenase (LDH) als Maß des nekroti-
schen Zelluntergangs ist im klinischen Alltag seit Jahrzehnten etabliert. Dementsprechend 
führten Ischämie und Reperfusion der Leber auch in unserem Modell zu einer signifikant 
erhöhten Plasmakonzentration der LDH. 
Einhergehend mit der Beeinträchtigung der Gewebeintegrität kommt es zur Funkti-
onseinschränkung des alterierten  Leberparenchyms. Die Galleexkretion, als Ausdruck der 
Syntheseleistung intakter Hepatozyten, nimmt bei eingeschränkter Sauerstoffversorgung ab 
[BOWERS et al., 1987; GLANEMANN et al. 2003], was in der vorliegenden Studie ebenfalls 
beobachtet werden konnte. 
Neben diskreten Veränderungen an Organsystemen setzt der Organismus ein Netz-
werk aus pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren in Gang [JAESCHKE 2003], die so-
wohl systemische, als auch lokale Wirkungen nach sich ziehen. Zentraler Mediator der In-
flammation ist das Zytokin Tumor Nekrose Faktor–α (TNF-α), das unter anderem von 
Kupfferzellen und anderen inflammtorische Zellen freigesetzt wird [JAESCHKE 2003]. Mit 
dem Wiedereinsetzen der Blutversorgung von ischämischem Gewebe kommt es zur lokalen 
Freisetzung von TNF-α, die mit systemisch erhöhten Serumkonzentrationen einhergeht [DU-
LUNDU et al., 2007]. Gleichzeitig setzt der Organismus auch entzündungshemmende Zyto-
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kine frei, um ein Überschießen der Inflammation zu verhindern [JAESCHKE 2003]. Interleu-
kin-10 inhibiert die Transkription und Sekretion von TNF-α [SERRACINO-INGLOTT et al., 
2000; JAESCHKE 2003]. Zudem führt das pro-inflammatorische IL-6 [HEINRICH et al., 2003; 
NETO et al., 2004] über die Induktion von IL-10 [NISHIMURA et al., 1999] zu einer Ab-
schwächung der Inflammation [TILG et al., 2006]. In der vorliegenden Studie wurde nach 
Ischämie und Reperfusion ein signifikanter Anstieg der Serumkonzentrationen aller drei Me-
diatoren beobachtet, was die Aktivierung des Zytokinnetzwerkes im Rahmen der Entzün-
dungsreaktion abbildet.  
Ischämie und Reperfusion steigert die Expression von Stressproteinen und Transkrip-
tionsfaktoren, die verschiedene intrazelluläre Kaskaden in Gang setzen können. Immun-
histochemische Analysen zeigten einen I/R-induzierten Anstieg der NF-κB- und pSTAT-5-
positiven Zellkerne im Lebergewebe, was durch Western Blot-Analysen bestätigt wurde. Die 
gesteigerte Expression beider Transkriptionsfaktoren wurde in mehreren Studien im Rahmen 
der  Entzündungsreaktion beobachtet [LUEDDE und TRAUTWEIN, 2006; GAO, 2005; YA-
MAURA et al., 2003]. Des Weiteren erhöht die signifikant verstärkte Expression der iNOS 
sowohl den oxidativen Stess auf das Leberparenchym und als auch die Inflammation [HUR 
et al., 1999].   
Die in der Western Blot-Analyse beobachtete I/R-induzierte Expression von cleaved 
Caspase-3 und NF-κB führt zur Aktivierung pro-apoptotischer und zytotoxischer Kaskaden in 
der Leberzelle [LUEDDE und TRAUTWEIN, 2006]. Die Expression des Stressproteins    
Hämoxygenase-1 (HO-1) reduziert die systemische Inflammation durch Bildung von Biliver-
din, CO und komplexierten Eisens und hat damit insgesamt hepatoprotektiven Charakter 
[TSUCHIHASHI et al., 2006]. 
 
 
7.2.2 Wirkungen von G-CSF auf das Lebergewebe nach Ischämie 
und Reperfusion 
 
Zur Analyse der Wirkung von G-CSF auf den Reperfusionsschaden nach Ischämie 
des linken Leberlappens wurde G-CSF zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten – 16 Stunden 
vor Ischämiebeginn, eine Stunde vor Ischämiebeginn und eine Stunde vor Beginn der Reper-
fusion – in einer Dosierung von jeweils 50 µg/kg Körpergewicht verabreicht. Der protektive 
Effekt der G-CSF-Gabe bei ischämischer Infarzierung einzelner Organe wurde bereits in 
mehreren Studien nachgewiesen, insbesondere am Herzen [UEDA et al., 2006], am Hirn 
[SCHABITZ et al., 2003; SHYU et al., 2006] und bei mesenterialer Ischämie [SQUADRITO et 
al., 1997] erforscht.  
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Die Vorbehandlung der Versuchstiere mit G-CSF zu beiden Zeitpunkten vor Ischämie 
reduzierte die Anzahl nicht perfundierter Sinuisoide deutlich und die venuläre Erythrozyten-
Fließgeschwindigkeit als Ausdruck verbesserter Rheologie nahm bei der späteren Applikati-
on zu. Die Verbesserungen der Perfusion können auf die bereits nachgewiesenen nicht-
hämatopoietischen Effekte des Zytokins zurückgeführt werden [SQUADRITO et al., 1997; 
UEDA et al., 2006].  
Die sinusoidale Leukostase zeigte einen markanten Anstieg bei Versuchstieren, die 
G-CSF 16 Stunden vor Ischämie erhielten. Dies ging mit signifikant gesteigerten systemi-
schen Leukozytenzahlen einher, die Folge der hämatopoietischen Wirkungen des Stamm-
zellfaktors sind [DEMETRI und GRIFFIN, 1991]. Im Gegensatz dazu war nach Gabe von G-
CSF eine Stunde vor Ischämie eine gesteigerte Leukozytenanzahl in den postsinusoidalen 
Venulen nachweisbar. Die beginnende Aktivierung zirkulierender Granulozyten innerhalb von 
zwei Stunden mit damit verbundener Steigerung der Effektorfunktionen und Freisetzung von 
chemotaktischen Mediatoren und freien Radikalen [DEMETRI und GRIFFIN, 1991] könnte zu 
dieser der Gewebemigration vorangehenden Adhärenz in den Venulen beitragen.  
Die hepatozelluläre Apoptoserate sank unabhängig vom Applikationszeitpunkt um 
circa die Hälfte ab. In diesem Zusammenhang wurde der protektive Effekt von G-CSF bei 
Ischämie und Reperfusion bereits nachgewiesen [SOLAROGLU et al., 2006a] und konnte 
von uns bestätigt werden.  
Einen ebenfalls protektiven Effekt hat G-CSF auf die Kupfferzellen der Leber. Deren 
Phagozytoseaktivität nahm geringfügiger ab. Vorteile zeigten sich bei G-CSF-Injektion eine 
Stunde vor Ischämie. Mit der Abschwächung der Kupfferzell-Schadens wird die darauf fol-
gende Überaktivierung unterdrückt, die mit Freisetzung von TNF-α und anderen pro-
inflammatorischer Zytokine die systemische Entzündung triggert [GORGEN et al., 1992; 
VOLLMAR et al., 1997b; VOLLMAR et al., 2002]. 
Der als Maß für die Sekretionsleistung der Leber geltende Gallefluss [BOWERS et 
al., 1987] nahm durch G-CSF 16 Stunden vor Ischämie zu, blieb hingegen bei einstündiger, 
präischämischer Injektion unverändert.  
Auf den Anstieg der Aktivitäten der Alanin- und Aspartat-Aminotransferasen im Blut 
am Ende der Reperfusionsphase hatte die Gabe von G-CSF 16 Stunden vor Ischämie kei-
nen Einfluss. Bei den Tieren, die die Injektion eine Stunde vor Ischämie erhielten, wurde so-
gar ein Anstieg der systemischen Enzymkonzentrationen verzeichnet. Demgegenüber senk-
te die Vorbehandlung mit G-CSF 16 Stunden vor Ischämie die systemische Aktivität der Lak-
tatdeydrogenase, sowie der Glutamat-Dehydrogenase und damit den Schweregrad der 
Schädigung. Dies steht teilweise im Widerspruch zu den Beobachtungen in anderen Model-
len, die eine Reduktion der Serumenzymaktivitäten von ALT und AST zeigten. In diesen 
wurden die Transaminasen allerdings zu späteren Zeitpunkten und nicht unmittelbar nach 
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der Reperfusion bestimmt [VOLLMAR et al., 2002; DIRSCH et al., 2006]. Die protektiven 
Wirkungen von G-CSF, insbesondere auf mitochondrialer Ebene, konnte zudem in anderen 
Versuchsanordnungen bestätigt werden [SCHMIDT-MENDE et al., 2006].  
Hinsichtlich der histomorphologisch evaluierten Parameter führte die Injektion von G-
CSF 16 Stunden vor Ischämie zur Leberparenchymprotektion. Verminderte Vakuolisierung, 
signifikant reduzierte Grobscholligkeit und Gewebekongestion, als auch eine signifikant ver-
ringerte Leukozyteninfiltration in der Chlorazetatesterase Färbung weisen auf die protektiven 
Wirkungen hin. Weniger effektiv erschien die Injektion von G-CSF eine Stunde vor Ischämie. 
Zwar wurden die Kongestion des Gewebes und die Anzahl der Leukozyten vermindert, aller-
dings imponierten sowohl Grobscholligkeit als auch Vakuolisierung leicht beziehungsweise 
deutlich erhöht.  
Darüber hinaus wurden die Konzentrationen der Entzündungsmediatoren im Blut 
durch die Applikation von G-CSF vor einsetzender Ischämie beeinflusst. Die Injektion 16 
Stunden vor Ischämie senkte die Konzentration von TNF-α im Blut der Versuchstiere leicht 
ab. Einen signifikanten Abfall dieses Parameters konnte durch die Gabe eine Stunde vor 
Ischämie bewirkt werden. Den dämpfenden Einfluss von G-CSF auf die Bildung und Freiset-
zung von TNF-α bei Organischämien und Inflammationsreaktionen wurde bereits in anderen 
Modellen nachgewiesen [SQUADRITO et al., 1997; GORGEN et al., 1992]. Die systemische 
Konzentration von Interleukin-6 wies in der Gruppe mit 16-stündiger Vorbehandlung einen 
mäßigen Anstieg auf. Deutlicher war dieser Anstieg bei Versuchstieren nach G-CSF Applika-
tion eine Stunde vor Ischämie ausgeprägt. Die Tatsache, dass G-CSF mit IL-6 interagiert ist 
seit längerer Zeit bekannt und wurde in vitro  bestätigt [DEMETRI und GRIFFIN, 1991]. Die 
Mechanismen im Organismus bei Ischämie und Reperfusion sind jedoch noch nicht vollstän-
dig verstanden. Des Weiteren wurde in verschiedenen Studien mit unterschiedlichen Ansät-
zen eine Induktion von Interleukin-10 durch G-CSF bei systemischer Inflammation und chro-
nischer Herzinsuffizienz beobachtet [AGNELLO et al., 2004; JOSEPH et al., 2006]. Demge-
genüber war in der vorliegenden Studie bei Versuchstieren nach 16-stündiger G-CSF-
Vorbehandlung ein Absinken der IL-10-Konzentration nachweisbar. Bei Injektion eine Stunde 
vor Ischämie konnte der Anstieg der Blutkonzentration des Mediators bestätigt werden. 
Zum Vergleich der hepato-protektiven Wirkungen der Präkonditionierung mit G-CSF 
16 Stunden und eine Stunde vor Ischämiebeginn mit dem akuten Wirkprofil des Stammzell-
faktors, erfolgte in einer weiteren Versuchsgruppe die Injektion von G-CSF eine Stunde vor 
Reperfusion bei gleicher Dosierung. In dieser Gruppe konnte eine weitere Verbesserung der 
Lebermikrozirkulationsstörung festgestellt werden. Die Anzahl nicht-perfundierter Sinusoide 
reduzierte sich weiter auf das Niveau sham-operierter Tiere. Analog dazu kam es zu einem 
deutlichen Anstieg der venulären Erythrozyten-Fließgeschwindigkeit. Dieser perfusionsför-
dernde Effekt von G-CSF bei Administration eine Stunde vor Reperfusionsbeginn beobachte-
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ten auch Ueda und Mitarbeiter bei Myokardischämie [UEDA et al., 2006]. Ebenfalls waren 
intravitalmikroskopisch eine reduzierte sinusoidale Leukostase und venuläre Leukozytenad-
häsion als Äquivalent der verringerten Rekrutierung von Leukozyten im Gewebe nachweis-
bar. Die hämatopoietischen Wirkungen von G-CSF beginnen übereinstimmend mit diesen 
Ergebnissen erst frühestens zwei Stunden nach einmaliger Injektion [DEMETRI und GRIF-
FIN, 1991]. Die hepatozelluläre Apoptoserate blieb bei G-CSF behandelten Tieren sowohl 
nach Gabe vor Ischämie als auch vor Reperfusion [SOLAROGLU et al., 2006] konstant nied-
rig nahe der Nachweisgrenze. Auch im Bezug auf die Kupfferzell-Aktivität hatte der Applika-
tionszeitpunkt nur geringen Einfluss auf die protektiven Wirkungen von G-CSF. Eine vom 
Injektionszeitpunkt abhängige Wirkung war hingegen bei Messung der Leberzellfunktion zu 
beobachten. Der Gallefluss wurde durch G-CSF eine Stunde vor Reperfusion deutlich ge-
steigert und reichte sogar nahe an Werte der sham-Gruppe heran, was den Rückschluss auf 
eine verbesserte funktionale Integrität der reperfundierten Leber zulässt. Noch deutlicher 
erscheint die Protektion bei Betrachtung der Leberenzyme. Die Konzentrationen von ALT, 
AST, GLDH und auch LDH wiesen die niedrigsten Werte aller I/R-Gruppen auf. Damit er-
streckte sich der protektive Effekt von G-CSF eine Stunde vor Reperfusion nicht nur auf die 
funktionelle, sondern auch auf die strukturelle Integrität der Leberzellen. In Analogie hierzu 
war in der histomorphologischen Analyse eine Verminderung des I/R-induzierten Gewebe-
schadens zu verzeichnen. Die Vakuolisierung und Grobscholligkeit nahmen ab, die Kon-
gestion verblieb mit den anderen Gruppen vergleichbar niedrig. Lediglich die Infiltration CAE-
gefärbter Leukozyten nahm geringfügig zu. Der Einfluss von G-CSF nach Applikation eine 
Stunde vor Reperfusion hatte auf die Konzentration der Entzündungsmediatoren wenig Ein-
fluss. Die systemische Konzentration von TNF-α stieg nicht-signifikant an, die Konzentratio-
nen von IL-6 und IL-10 blieben hinter denen der Tiere zurück, die G-CSF 16 bzw. eine Stun-
de vor Ischämie erhielten. Diese Konstellation ist am ehesten auf die kurze Einwirkdauer des 
G-CSF zurückzuführen. Der Stammzellfaktor schützt bei Injektion eine Stunde vor der 
Reperfusion durch Verbesserung der rheologischen Bedingungen das Gewebe vor dem       
Ischämie-Reperfusions-Schaden [UEDA et al., 2006]. Zur Beschränkung der systemischen 
Inflammation und TNF-α-Suppression sind aber längere Einwirkphasen von Nöten [BUSCH 
et al., 2004].  
Immunhistochemisch war nach Gabe von G-CSF eine Stunde vor Reperfusion eine 
Reduktion sowohl der NF-κB- als auch pSTAT-5-positiver Zellkerne im Lebergewebe nach-
weisbar. Dies wurde durch Western Blot-Analysen bestätigte und stellt ein Zeichen der redu-
zierten Inflammation dar [LUEDDE und TRAUTWEIN, 2006; GAO, 2005; YAMAURA et al., 
2003]. Die signifikante Reduktion der iNOS-Expression durch G-CSF trägt durch den verrin-
gerten, iNOS-induzierten oxidativen Stress [HUR et al., 1999] in besonderem Maße zur He-
patoprotektion bei. Die in der Western Blot-Analyse beobachtete geringere Expression von 
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cleaved Caspase-3 hat zusammen mit der NF-κB-Reduktion die Verminderung pro-
apoptotischer und zytotoxischer Kaskaden in der Leberzelle [LUEDDE und TRAUTWEIN, 
2006] zur Folge. Die Reduktion der eigentlich hepatoprotektiv wirkenden Hämoxygenase-1 
(HO-1)-Expression bestätigt die insgesamt abgeschwächte Inflammation, da HO-1 das    
Überschießen der Entzündung verhindert [TSUCHIHASHI et al., 2006]. 
 
Zusammenfassend sind die überwiegenden Vorteile der G-CSF Gabe vor Reperfusi-
onsbeginn gegenüber der Vorbehandlung vor Ischämiebeginn herauszustellen. Wesentliche 
Parameter, die für den Ischämie-Reperfusions-Schaden verantwortlich gemacht werden, 
zeigen durch die Injektion von G-CSF zu beiden Zeitpunkten vor einsetzender Ischämie eine 
deutlich verbesserte Gewebeperfusion. Ebenfalls konnte die systemische Inflammation be-
grenzt werden. Durch G-CSF-Gabe eine Stunde vor Reperfusion konnte die post-
ischämische Gewebesituation weiter optimiert werden. Insbesondere durch die signifikante 
Verbesserung der Parenchymperfusion wurde die Leber vor Alteration geschützt. Somit er-
scheint die Gabe von G-CSF vor Reperfusionsbeginn der Präkonditionierung mit G-CSF  
überlegen.       
 
 
7.2.3 Wirkungen von Nitrogen Mustard auf das Lebergewebe nach 
Ischämie und Reperfusion 
 
Zur Beobachtung der Auswirkungen einer systemischen Leukozytendepletion auf den 
Reperfusionsschaden wurde Versuchstieren das Chemotherapeutikum Nitrogen Mustard 
zwei Tage vor Beginn der Ischämie intravenös injiziert. Als alkylierendes und damit zytotoxi-
sches Medikament wird es zur topischen Therapie von Lymphomen eingesetzt [KIM, 2003]. 
Systemisch appliziert stehen Knochenmarkdepression mit folgender Panzytopenie im Vor-
dergrund [REYNOLDS et al., 1993]. Zur Etablierung der Leukozytendepletion bei ansonsten 
normaler Zellzahl im Blutkreislauf wurde im vorliegenden Modell die erforderliche Einwirk-
dauer des Medikamentes mittels Vorversuchen und engmaschigen Laborkontrollen ermittelt.  
Die Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard 48 Stunden vor Ischämie reduzierte die Anzahl der 
perfundierten Lebersinusoide am Ende der Reperfusion. Das sinusoidale Perfusionsversa-
gen stieg im Vergleich zur Kontrollgruppe an. Geringfügig stieg die venuläre Fließgeschwin-
digkeit in den perfundierten Arealen an. Die sinusoidale Leukostase und die venuläre Leuko-
zytenadhäsion waren erwartungsgemäß signifikant reduziert. Bei der intravitalmikroskopi-
schen Untersuchung fehlten im Lebergewebe die Leukozyten nahezu vollständig. Hinsicht-
lich der hepatozellulären Apoptoserate waren mit der G-CSF-Therapie vergleichbare Para-
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meter messbar. Nur geringe Wirkung zeigte Nitrogen Mustard auf die Kupfferzell-Aktivität 
nach Ischämie und Reperfusion. Die Clearence der injizierten Latexpartikel war nahezu iden-
tisch mit der NaCl-behandelter Tiere. Die Gallesekretion hingegen war nach der Vorbehand-
lung mit Nitrogen Mustard im Vergleich zur Vorbehandlung mit den NaCl-Kontolltieren mäßig 
erhöht. Die Bestimmung der Plasmaenzymaktivitat der Lebertransaminasen zeigte eine 
massive Freisetzung von AST und ALT. Ebenfalls waren die systemische LDH-Aktivität in 
ähnlichem Ausmaß erhöht. Lediglich die GLDH-Konzentration nahm im Vergleich zur Kon-
trollgruppe ab, was die Schwere des Schadens etwas relativiert. Die lichtmikroskopische 
Untersuchung bestätigte die stattgefundene Parenchymschädigung. Vakuolisierung, Kon-
gestion und Grobscholligkeit nahmen nach Administration von Nitrogen Mustard 48 Stunden 
vor Ischämie gegenüber den mit NaCl behandelten Tieren signifikant zu. Die Anzahl der 
Leukozyten in der CAE-Färbung war entsprechend der Leukozytenzahlen im peripheren Blut 
nahezu null. Trotz systemischer Leukozytendepletion reduzierte sich die Entzündungsreakti-
on jedoch nicht. Die Konzentration von TNF-α nach Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard 48 
Stunden vor Ischämie war im Vergleich zu den NaCl-Kontollen deutlich erhöht. Ebenso war 
eine signifikante Steigerung der Freisetzung von IL-6 zu verzeichnen und letztlich war auch 
IL-10 in erhöhter Konzentration nachweisbar. 
Die Vorbehandlung mit Nitrogen Mustard sollte durch systemische Leukozytendeple-
tion die lokale Akkumulation von Leukozyten in Leberparenchym nach Ischämie und Reper-
fusion verhindern. Das Ziel war es, die Leukozyten als bedeutender Faktor des Reperfusi-
onsschadens auszuschalten und die Freisetzung von freien Radikalen oder gewebetoxischer 
Zytokine in den ischämischen Arealen zu unterbinden. Des Weiteren sollte die Entzündungs-
reaktion durch verminderte Freisetzung von TNF-α und anderen inflammatorischen Mediato-
ren reduziert werden. Die vorliegende Studie zeigt jedoch das genaue Gegenteil. Zwar san-
ken die Leukozytenzahlen sowohl systemisch als auch lokal an die Nachweisgrenze, die I/R-
induzierte Gewebsschädigung wurde jedoch noch verstärkt. Dies ist wohl maßgeblich auf die 
toxischen Nebenwirkungen des Zellgiftes zurückzuführen, so dass mögliche protektive Effek-
te der Leukozytendepletion durch die toxischen Effekte von Nitrogen Mustard überlagert 
werden. 
 
 
7.2.4 Mechanismen 
 
Wie oben bereits erwähnt, werden die in dieser Studie beobachteten hepatoprotekti-
ven Mechanismen der G-CSF-Medikation aufgrund des Beobachtungszeitraumes vornehm-
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lich durch nicht-hämatopoietische Effekte von G-CSF vermittelt. Sie beruhen letztlich auf 
einer Verbesserung der Rheologie und der Reduktion der Inflammation. 
In verschiedenen Studien wurde eine durchblutungsverbessernde und vasodilatie-
rende Wirkung von G-CSF nachgewiessen [UEDA et al., 2006; SOLAROGLU et al., 2006b; 
LEE at al., 2005b]. Ueda und Mitarbeiter beobachteten eine verstärkte Stickstoffmonoxidpro-
duktion nach G-CSF-Applikation in reperfundiertem Myokard, was sie auf eine verstärkte 
Phosphorylierung und Aktivierung der endothelialen NOS, die bereits Minuten nach G-CSF-
Gabe feststellbar ist, zurückführen konnten [UEDA et al., 2006]. Lee und Mitarbeiter wiesen 
in Analogie die G-CSF-induzierte eNOS-Aktivierung bei Hirnischämie nach [LEE at al., 
2005b].  
Somit führt eine verstärkte Expression der eNOS zur vermehrten NO-Produktion. 
Dies hat eine Vasodilatation zur Folge, was schlußendlich in eine verbesserte Gewebeperfu-
sion mündet. G-CSF führt weiterhin zur Steigerung der Expression [SCHABITZ et al., 2003] 
und Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 durch die JAK2-Kinase [UEDA et al., 
2006; SOLAROGLU et al., 2006b], was im Gehirn die Anzahl der Apoptosen in Infarktarealen 
reduziert und damit zur Neuroprotektion beiträgt [SOLAROGLU et al., 2006b; SCHABITZ et 
al., 2003]. Weiterhin führt G-CSF ebenfalls zur vermehrten Expression von STAT5 [SLOAND  
et al., 2006]. STAT5  konnte als Transkriptionsfaktor mit protektiven Eigenschaften bei zere-
braler Ischämie identifiziert werden [SUN et al., 2007]. 
Des Weiteren reduziert die Behandlung mit G-CSF bei Endotoxinämie die lokale und 
systemische Entzündungsreaktion. Vollmar und Mitarbeiter wiesen bei G-CSF-
vorbehandelten Tieren eine signifikant reduzierte Leukozytenrekrutierung im Lebergewebe 
nach [VOLLMAR et al., 1997b]. Sowohl die sinusoidale als auch die venuläre Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion waren abgeschwächt. Dies resultierte in einer reduzierten Anzahl in 
das Parenchym eingewanderter Leukozyten. Ebenso konnte in dieser Studie eine Protektion 
der Kupfferzellen und eine Reduktion des Perfusionsausfalls durch G-CSF beobachtet wer-
den. Diese Reduzierung der lokalen Entzündung hatte die Abschwächung der systemischen 
Inflammation zur Folge, was sich in geringen Plasmakonzentrationen pro-inflammatorischer 
Zytokine widerspiegelte [BUSCH et al., 2004]. Die Reduktion von proteolytischen Enzymen, 
freien Radikalen und entzündungsfördernder Zytokine wurde in anderen Modellen bestätigt 
[SOLAROGLU et al., 2006b]. Insbesondere die verstärkte Freisetzung von TNF-α mit folgen-
der Chemotaxis für Leukozyten [COLLETTI et al., 1996b] und deren Reduktion durch G-CSF 
wurde von verschiedenen Autoren als gemeinsame Endstrecke der sytemischen Inflammati-
on nachgewiesen [BUSCH et al., 2004; KITABAYASHI et al., 1995; HARTUNG et al., 1995] 
und konnte in unserer Studie bei G-CSF-Administration 16 h und 1 h vor Ischämie ebenfalls 
beobachtet werden. Der Anstieg der TNF-α-Plasmakonzentration bei Tieren, die G-CSF 1 h 
vor Reperfusion erhielten, ist durch die Inhibierung der TNF-α-Produktion auf post-
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transkriptionaler Ebene zu erklären [KITABAYASHI et al., 1995], die eine längere Wirkzeit 
von G-CSF voraussetzt. Die gesteigerte TNF-α-Freisetzung der Kupfferzellen nach G-CSF-
Gabe bei Endotoxinämie nach einer zweistündigen Beobachtungszeit wurde von Görgen und 
Mitarbeiter bereits beschrieben [GORGEN et al., 1992]. Die Reduktion der IL-6-
Konzentration im Plasma durch G-CSF ist ein weiteres Merkmal der abgeschwächten loka-
len Entzündung [BUSCH et al., 2004] und führt selbst wiederum zu einer reduzierten Aktivie-
rung von Leukozyten und Makrophagen und damit zur reduzierten Freisetzung von freien 
Radikalen aus Makrophagen [BIFFL and MOORE., 1996] wie z.B. Kupfferzellen [BUSCH et 
al., 2004]. IL-6 bindet allerdings auch direkt an Hepatozyten und interagiert dort mit 
Membranglykoproteinen, was zur Aktivierung von Januskinasen (JAK) und Transkriptionsfak-
toren wie STAT3 [LUEDDE und TRAUTWEIN, 2006] und STAT5 [GAO, 2005; YAMAURA et 
al., 2003] und zur Induktion der Akute-Phase-Reaktion der Leber führt [TRAUTWEIN et al., 
1994; ZHANG et al., 1996]. Die Aktivierung von STAT3 hat zwar die Transkription antiapop-
totisch wirksamer Gene zur Folge, insgesamt konnte aber die zentrale Bedeutung von IL-6 
für die fortschreitende Leberschädigung von verschiedenen Autoren festgestellt werden 
[LUEDDE und TRAUTWEIN, 2006]. 
Das anti-inflammatorische IL-10 dämpft die Entzündungsreaktion durch seine inhibito-
rische Wirkung auf den Transkriptionsfaktor NF-κB [SERRACINO-INGLOTT et al., 2001]. 
Allerdings beeinflussen nach neueren Studien hohe IL-10-Konzentrationen die Mortalität von 
Herzinfarktpatienten negativ [YIP et al., 2007]. Die von uns beobachtete Reduktion der IL-10-
Konzentration im Plasma durch G-CSF, die auch im Endotoxinämiemodell nachgewiesen 
worden war [VOLLMAR et al., 2002], stellt somit im Rahmen der insgesamt verringerten Zy-
tokin-Kaskaden-Aktivierung einen weiteren Teil der Hepatoprotektion dar. 
Die Protektion von Leberparenchym auf funktioneller Ebene wird durch die Wieder-
herstellung der Galleexkretion durch G-CSF repräsentiert. Die ist Ausdruck der erhaltenen 
Syntheseleistung des Organs. Der I/R-induzierte Abfall der Galleproduktion [ACCATINO et 
al., 2003] wird durch die Administration von G-CSF gedämpft [VOLLMAR et al., 2002]. Dies 
setzt eine durch G-CSF verringerte Anzahl von Zelluntergängen voraus, was geringere 
Plasmaaktivitäten der Leberenzyme [VOLLMAR et al., 2002] sowie die histomorphologischen 
Analysen bestätigen.  
Ischämie und Reperfusion und damit erhöhte TNF-α-Konzentrationen führen zur Akti-
vierung von Caspasen in der Leberzelle, die den apoptotischen Zelltod induzieren [LUEDDE 
und TRAUTWEIN, 2006]. Des Weiteren werden Rezeptor-abhängige Signalkaskaden akti-
viert, die in einer verstärkten Expression des Transkriptionsfaktors NF-κB und Transkription 
abhängiger Gene münden [LUEDDE und TRAUTWEIN, 2006]. Die Bedeutung einer ver-
stärkten NF-κB-Expression bei Leberischämie und –reperfusion wurde in verschiedenen 
Studien nachgewiesen [FAN et al., 2004; LUEDDE et al., 2005]. Somit sind die Reduktion 
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der NF-κB-positiven Zellkerne als auch die geringere cleaved Caspase-3 Expression weitere 
Merkmale der G-CSF-induzierten Hepatoprotektion. Die signifikante Reduktion der iNOS-
Induktion durch die Verringerung der NF-κB-Expression nach G-CSF-Behandlung reduziert 
nicht nur die Produktion freier Radikale und damit den Organschaden [HUR et al., 1999], 
sondern führt selbst zu einer geringeren Aktivierung von NF-κB und Expression von STAT3 
und IL-6 [HIERHOLZER et al., 1998]. Die durch Ischämie und Reperfusion induzierte ver-
stärkte Expression der Hämoxygenase-1 (HO-1) schützt die Leberzellen vor oxidativem 
Stress und bremst die Entzündungsreaktion [TSUCHIHASHI et al., 2006]. Durch die insge-
samt durch G-CSF reduzierte Inflammation ist in unserem Modell auch eine reduzierte HO-1-
Expression zu beobachten. 
 
 
7.3 Schlussfolgerung 
 
Ist Lebergewebe über einen längeren Zeitraum von der Blutversorgung abgeschnitten, zum 
Beispiel bei der Lebertransplantation oder –operationen mit Unterbrechung der Perfusion, 
führt dies zu einer gestörten hepatischen Mikrozirkulation. Diese Mikrozirkulation ist auch 
nach Wiedereinsetzten der Leberdurchblutung deutlich beeinträchtigt und als vermindert 
messbar. Somit sind auch die Störungen des zellulären Energiestoffwechsels, die reduzierte 
Syntheseleistung der Leber und die hepatozelluläre Schädigung als direkte Konsequenz 
dieser Mangelversorgung mit Sauerstoff und energiereichen Substraten nachweisbar. Als 
Folge dieser Organschädigung kann sich ein akutes Leberversagen mit generalisiertem 
Schockzustand entwickeln, was das Leben der Patienten massiv bedroht. 
Als wichtiger Bestandteil der post-ischämischen Mikrozirkulationsstörung steht die In-
flammation im Zentrum des Interesses. Nach Aktivierung verschiedener Mediatorsysteme 
sind die Leukozyten die Effektorzellen der ausgelösten Entzündungsreaktion. Die Depletion 
der Leukozyten durch Nitrogen Mustard zeigte jedoch keine protektive Wirkungen auf den 
post-ischämischen Reperfusionssschaden. Die hepato-toxischen Nebenwirkungen des Alky-
lanz verdeckten eventuelle entzündungsdämpfende Effekte und führten selbst zur Leber-
schädigung. 
Die Gabe von G-CSF hatte hingegen eine Protektion zur Folge und konnte das post-
ischämische Perfusionsversagen vermindern. Eine wiederhergestellte nutritive Versorgung 
der Leber führte zur geringeren Inflammation, verbesserter Syntheseleistung und zellulären 
Integrität des Leberparenchyms. Deutliche Unterschiede zeigten sich bezüglich des Applika-
tionsszeitpunktes von G-CSF. Die Gabe kurz vor Wiedereinsetzten der Reperfusion erwies 
sich gegenüber der Injektion vor Ischämie als überlegen. Die Protektion der Leber vor dem 
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Reperfusionsschaden konnte so nochmals gesteigert werden. Der protektive Effekt des 
Stammzellfaktors erklärt sich durch die nicht-hämatopoietischen Wirkungen von G-CSF. G-
CSF bremst die lokale und systemische Entzündungssreaktion, verbessert die Perfusion des 
Lebergewebes und reduziert somit die Akkumulation von aktivierten Leukozyten im Paren-
chym, die zur Unterhaltung der Entzündung beitragen.  
Somit könnte die Applikation von G-CSF eine Stunde vor Beginn der Reperfusion ei-
nen therapeutischen Ansatz darstellen, um den post-ischämischen Reperfusionsschaden der 
Leber zu vermindern. 
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